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OZET

SAKARYA ILI VE CEVRESINDE CiG NATUREL FINDIKLARDA MAYA, KUF
TESPITI VE HPLC YONTEMI ILE AFLATOKSIN TiPLERININ
ARASTIRILMASI

Kirikkale Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Veterinerlik Mikrobiyolojisi, Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Murat YILDIRIM
Ocak 2023, 73 sayfa

Bu aragtirmada Sakarya ili ve ¢evresinde yetistirilen findiklarda aflatoksin varliginin
incelenmesi, bu tespitte kullanilan iki temel yoOntemin karsilagtirilmasi
amaclanmistir. fhra¢ edilen ham dogal findiklarda kiif ve maya varligin1 gdsteren
aflatoksin tayini siklikla HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) yontemi
kullanilarak yapilmaktadir. Ancak klasik yontemle aflatoksin varhiginin teyit
edilmesi genellikle uygulanmamaktadir. Bu amagla 102 6rnek icin HPLC ydnteminin
yanisira klasik besi yeri yontemi ile yapilan ¢alismamizda, Dikloran Gliserol Agar
(DG 18) besiyerine yapilan ekimlerin 74'tinde (%72,54) iireme tespit edilmistir.
Istatistiksel olarak en sik gériileni Penicillium spp. olarak belirlendi (p<0.05). Ureme
meydana gelen koloni sayilarina bakildiginda tiir tayini a¢isindan en ¢ok tespit edilen
tiir Penicillium spp. olarak belirlendi. Diger tiirlere gore istatistiksel olarak anlaml
derecede yiiksekti (p<0.05). Maya-kiif tespitini gosterme yonteminin istatistiksel
olarak anlamli derecede daha etkili oldugu belirlendi (p<0.05). Aflatoksin diizeyinin
belirlenebilmesi i¢in HPLC yontemi ile yapilan 102 6rnekli ¢aligmamizda elde edilen
degerlerin belirlenen limitlerin altinda oldugu tespit edilmistir. Calismada elde edilen
maya kiif analiz sonuclarimin yiiksekligi, findiklarin islenmesi esnasinda
kontaminasyon riskinin olmast ve depolama kosullarinin uygun olmamasi
durumunda toksin iiretimini arttirabilecegi i¢in gerekli 6nlemlerin alinmasi, gerekirse
endiistriyel sistemlerin kullanilarak bu riskin azaltilmas1 halk sagligi agisindan uygun

olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Findik, HPLC, Maya-Kiif, Aflatoksin



ABSTRACT

INVESTIGATION OF AFLATOXIN TYPES BY YEAST, MOLD DETECTION
AND HPLC METHOD IN RAW NATURAL HAZELNUT IN SAKARYA AND
ITS SURROUNDINGS
Kirikkale University
Health Sciences Institute
Veterinary Microbiology, Doctoral Thesis
Advisor: Prof. Dr. Murat YILDIRIM
January 2023, 73 pages

In this study, it was aimed to examine the presence of aflatoxin in hazelnuts grown in
and around Sakarya province and to compare the two basic methods used in this
determination. Determination of aflatoxin, which indicates the presence of mold and
yeast in exported raw natural hazelnuts, is often performed using HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) method. However, confirmation of the
presence of aflatoxin by the classical method is not generally applied. For this
purpose, in our study performed with HPLC method for 102 samples, as well as with
the classical medium method, growth was detected in 74 (72.54%) of the sowings
made on Dichloran Glycerol Agar (DG 18) medium. Statistically the most common
Penicillium spp. was determined as (p<0.05). Considering the number of breeding
colonies, Penicillium spp. was determined as. It was statistically significantly higher
than other species (p<0.05). In order to determine the level of aflatoxin, it was
determined that the values obtained in our study with 102 samples, which were
carried out by HPLC method, were below the determined limits. Since the high level
of yeast and mold analysis results obtained in the study, the risk of contamination
during the processing of hazelnuts and the unsuitable storage conditions may
increase toxin production, it will be appropriate for public health to take necessary

precautions and to reduce this risk by using industrial systems if necessary.

Keywords: Hazelnut, HPLC, Yeast-Mold, Aflatoxin
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1. GIRIS

Mikotoksinler, ¢esitli mantar tiirleri tarafindan sentezlenen, insan ve hayvan sagligini
olumsuz yonde etkileyebilen ve hatta kronik zehirlenmelere yol agabilen metabolik

urunlerdir.

Mikroorganizmalardan olan maya ve kiifler hemen her ortamda bulunur uygun
sartlar gelistiginde zararli olan metabolitler iiretirler. Kansere sebep olan tiirleride
bulunan bu metabolitlere “Mikotoksin” denir (Sabuncuoglu, Baydar, & Giray,
2008). Tiirkiye’de mikotoksinler agisindan ilk sorun 1967 yilinda ihrag edilecek olan
10 ton i¢ findikla ilgili olarak yasanmistir. Bu findiklarda yiiksek oranda aflatoksin
tespit edilmis ve iilkemize geri iade edilmistir. Bunun iizerine bu konu ile ilgili
ayrintili ¢alismalar yapilmaya baglanmistir (Demir ve Ark. 2002). Mikotoksinler
arasinda aflatoksinler en giiclii biyolojik karsinojenler olarak kabul edilmektedir
(Glingen ve Biiylikyoriik, 2003). Aflatoksijenik kiifler kontaminasyon sonucu
bulastiklar1 gida iirtinlerinde uygun nem ve sicaklik bulduklar1 anda aflatoksin
gelistirir ve iiretirler. Uriinde toksik kiifler bulunmasina ragmen aflatoksin her zaman
goriilmezken saglikli goriinen tirlinlerde bile aflatoksin bulunabilir. Aflatoksinlerin
agirlikl olarak kiiflii gidalarda goriildiigli ve dogrudan insan tiiketimi i¢in Uretilmis
gidalarda da bulunabilecegi bilinmektedir. Cesitli adjuvanlarin bunu tamamen
ortadan kaldiramadigi, hayvan yemlerinde bulunan aflatoksinlerin de insan saglig
icin tehlike olusturabilecegi ve hayvansal gidalardan elde edilen iiriinlerin de insan
sagligini tehdit ettigi belirtilmektedir. Cok az miktarda da olsa et, siit ve yumurta gibi
tirlinler bunlarin baslicalaridir (Giirses ve digerleri, 2004). Aflatoksinler B1, B2, G1,
G2 olarak 4 ana gruba ayrilir ancak aflatoksin B1 ve G1 kanserojen olarak bilinir
(Amdur, M. ve digerleri, 1993). Aflatoksin B1 (AFB1), aflatoksinler igerisinde en iyi
bilinen toksindir (Inal, T, 1990). Aspergillus spp. tarafindan aciga ¢ikarilan bazi
metabolitler toksik ve kanserojeniktir (Leontopoulos ve ark., 2003). AFB1 ve AFB2
iceren diyetleri tiiketen emziren hayvanlar, bu toksinleri hidroksillenmis
metabolitler olan aflatoksin M1 (AFMI1) ve aflatoksin M2'ye (AFM2) doniistiiriir
(Beltz, R. M., & Spain, J. N., 1998).

Aflatoksinin dogal olusumunda birgok fiziksel ve biyolojik faktor bulunmaktadir.

Bunlar arasinda mevsim kosullari, 1s1 ve rutubet oran1 6nemli faktorler arasindadir.



(Demir ve ark. 2002). Bisfuruna kumarin yapisinda yer alan ve A. flavus ve A.
parasiticus tiirlerine ait kiif mantarlariin irettigi toksik kiif metabolitinin adidir
(Demir ve ark. 2002). Ayrica Penicillium ve Fusarium cinsine ait mantarlarin gida ve
yemlerde kullanilmasi, toksik bilesikler iiretir. (Sen, L, ve Nas, S, 2010). Simdiye
kadar, Bl'in en toksik ve 1s18a duyarli oldugu sekiz farkli tiirev tanimlanmistir.
(Tiryaki ve ark. 2011).

Ulkemizde ihracat ekonomisine katki saglayan en &nemli kaynaklardan biri findik
yetistiricigidir. Is1 ve rutubet gibi ¢evresel faktorlerin aflatoksin olusumunu etkiledigi
cok iyi bilinen bir gercektir (Ozay ve digerleri, 2008; Northolt ve digerleri, 1976;
Chiou ve digerleri, 1984; Denizel ve digerleri, 1976a,b). Findikta kabuk,
mikroorganizmalar ve kiife karsi oldukca i1yl bir bariyer olusturur (Bayman ve
digerleri, 2002; Campbell ve digerleri, 2003). Ancak kabuklu iiriinlerde aflatoksin
olusum ve kontaminasyon diizeyini belirleyen faktorler; kabuklarin bocekler veya
diger faktorler tarafindan zarar gérmesi, toprakla temas, saklama kosullari, kurutma
sirasindaki 1s1 ve rutubet gibi faktorlerdir. Bu faktorler aflatoksin gelisim riskini
oldukca artirirlar. Biitiin bu nedenlere bagli olarak gidalarin toksijenik kiiflerle
kontaminasyonunu 6nlemek ve saklama kosullarint uygun hale getirmek, aflatoksin
olusum riskini azaltmanin en etkili yolu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Magan ve
Olsen, 2004; Barung ve digerleri, 2006). Ayn1 zamanda kontamine gidanin tespit
edilmesi (Sakai ve ark., 1984), depolama siiresinin iyi ayarlanmasi, bocek istilasinin
engellenmesi, kabuk hasarimin 6nlenmesi kiif gelisimi ve toksin olusumu riskini
azaltacaktir. (Schatzki ve Ong, 2001; Campbell ve digerleri, 2003). Yine bu
faktorlerin etkilesimi ile, kiif gelisimi sonrasi toksin {iretim siireci ve zamani
degisebilir. Bu nedenle eger bir gidada kiif gelisimi tespit edilmigse, kontamine
olmus tahillarin diger tahillardan ayrilmasi ve uzaklastirilmasi farkli asamalara
baghdir. Yer fistig1 (Schatzki ve Pan, 1996, 1997) ve bademde (Almond Board
Report Summary, 2002) kabuklu yemislerdeki aflatoksin riskinin azaltilmasinda

ilave islemlerin etkisi iizerine kapsamli arastirmalarda yapilmistir.

Kuruyemis sanayi ve gida sanayinde siklikla kullanilan findik ve yan iiriinleri son
zamanlarda veteriner hekimlikte de hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Yagi
alimarak islenen findigin kiispesi protein agisindan oldukg¢a zengindir. (Dogan G,
Bircan R, 2010) Ulkemizde findik yetistiriciliginin biiyiik katma deger olusturmasi

ve findik rekoltesinin yiiksek olmasi nedeniyle saglikli hayvansal gida iiretiminde



onemli bir role sahip olacagi bilinmektedir. Findik islenmesi esnasinda yapilan
islemler: findigin tarladan elle toplanmasi, nakliyesi, findik kapsiiliiniin soyulmasi,
kurutulmasi, taginmasi, kirilmasi, agartilmasi, kavrulmasi ve depolanmasi gibi bir¢cok
asamalardan ge¢mektedir. Bu asamalar esnasinda findik kontaminasyona ugramakta
ve birgok maya ve kiif ile kontamine olmaktadir. Bunun yanisira kontamine olan
findigin uygun kosullarda depolanmamasi toksin oranlarinin artmasina sebep
olabilmektedir. Findigin depolanmasi ve islenmesine kadar gecen siirecte dnemli
olan, belirlenmis kritik kontrol noktalarinin gézden kagirilmadan uygulanmasinin
saglandigindan emin olunmasidir. Bu nedenle islenmesi ve depolanmasi
asamalarinda kontaminasyona sebep olabilecek noktalarda kontrol ve tedbirler ne
kadar sik yapilirsa maya kiif oranlarinin diisiiriilmesi toksin varliginin azaltilmasi
i¢in faydali olacaktir.

Depolamada Kullanilacak Alanlarin 6zellikleri,

. Serin ve kuru yerde muhafaza edilmelidir.

. Direkt giines 15181na maruz birakilmamali ve nem yaymasi engellenmelidir.

. Su basmasini 6nlemek i¢in deponun tabani yerden yiiksek olmalidir.

. Depo tizerindeki tavan ve catilar sizdirmayacak sekilde 1s1 degisimlerinden

etkilenmeyecek sekilde yalitilmalidir.

. Pis su borusu ve lavabo bulunan yerler depolama amagli kullanilmamalidir.

. Depolama odasinin bagil neminin %70'1 gegmemesi saglanmalidir.

. Uzun siireli saklama i¢in miimkiinse saklama sicakligi 0-10 °C olmalidir.

. Deponun kapilari, pencereleri ve diger boliimleri kirlenmeyi ve zararh

girisleri 6nleyecek sekilde tasarlanmalidir.
. Depo zemininde 1zgara olmali, 1zgaralara 10'dan fazla torba konulmamali ve
istifler arasinda bosluk birakilmalidir. Istiflenmis cantalar, saklama duvarmdan 10

cm uzakta olmalidir.

. Findiklar ¢esidine ve hasat yilina gore ayrilarak jiit veya file cuvallarda
saklanmalidir.
. Findiklarda 6zellikle entegre tesislerde uzun siireli depolamalarda depolama

oncesi nem, gizli ¢lirlikliik, toplam kiif ve aflatoksin analizleri yapilmalidir.

. Muhakkak en az ayda bir kez gerekli kontroller yapilmalidir.
. Depolama, y181n halinde ve {ist iiste ¢ok sayida torbada olmamalidir.
. Findik, 6zellikle dokme depolamada havasiz hale gelebilir ve kiif gelisimi

i¢in uygun bir ortam olusturabilir.



Bu hem ihracatimizi sekteye ugratacak hem de iilkemizin dig ticaretteki itibarini
zedeleyecektir. Findik ihracatini zorlagtiran bu durum ayni zamanda hem iilke
ekonomisine hemde findigin ekonomik degerine zarar vermektedir. Bu da
beraberinde pazar sorunlarini getirmektedir.

Findikta mikrobiyolojik c¢aligmalarda iilkemiz i¢in sinirli sayida bilimsel yayin
bulunmaktadir. Bu tez ile findik mikrobiyolojisi hakkinda bilgi olusturulacak ve

bundan sonraki ¢alismalarda 6nemli bir kaynak olacaktir.

1.1. Mikotoksinlerin Tarihgesi

Orta Cag Avrupasi’nda mikotoksikozis vakalar1 agisindan bilinen en eski olay
Claviceps purpurea adiylada bilinen kutsal ates olarak tanimlanir. Ergotizm,
toksinlerle enfekte olmus ¢avdar yemenin sonucudur (Vural, N., 1992). Ergotizmi
anlatan ilk kayitlar Orta Cag'a aittir. Hastaliga neden olan bilesik, haliisinojenik
etkilere sahip ergot alkaloidleridir. Orta Cag'da hastaligin en yaygin oldugu dénemler
insanlar kiliselere akin ederlerdi, buradaki bozulmamis tahillar tiiketerek hastaliktan
kurtulurlar ve bunu kilisenin bir mucizesi olarak kabul ederlerdi (Uylaser ve
Basoglu, 1992). Mikotoksikozis agisindan tarihteki bir dnemli baska bir olay ise,
Rusya'da ikinci diinya savast esnasinda goriilmiistiir. Depolarda saklanan tahillarin
bozulmasi ile bu besinleri tiiketen kisilerde Sliimler gozlenmistir (Papp ve ark.,

2002).

Mikotoksinler uzun siiredir bilinmesine ragmen deneysel arastirmalar 1940’h
yillarda baslamistir. Fusarium spp. suslari kullanilarak deney hayvanlar1 tizerinde
yapilan ¢alismalar, Penicillium spp.’nin sar1 piringten Japonya’da izole edilmesi ile
baslamistir (Inal, T, 1992). Fusarium spp. ve Penicillium spp.nin sebep oldugu
ergotizm gibi mikotoksikoz tiirleri ve Penicillium spp.'nin sebep oldugu sar1 piring
zehirlenmesi, bu tiirlerin gegmis donemlerde Rusya, Japonya hatta Avrupa'da bile
salginlara sebep olmasinin baslica sebeplerindendir (Unliitiirk ve Turantas, 1999).

Kiiflii gidalarla beslenmenin hayvan sagligi iizerindeki olumsuz etkilerinin ilk
ornekleri 1950’lerde Amerika Birlesik Devletleri'nde goriilen olgularla bildirilmistir.
Kiiflii misir ile beslenen domuzlarda ve kiiflii misirin karistig1 diyetlerle beslenen ev
kopeklerinde oldiiriicii hepatit vakalar1 akut olarak seyretmistir. Kiifli diyet ve kiifli
hayvan yemlerinden alinan Orneklerde Aspergillus flavus ve Penicillium rubrum

izole edilmistir (Sert, S., 1985). 1960’11 yillarda karaciger nekrozuna sebep olarak
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ortaya ¢ikan (Hindi X Hastaligi) ve 100.000°den fazla kanatlinin itlaf edilmesine
sebep olan hastalikla ilgili yapilan ¢aligmalarda ilk kez aflatoksikozis tespit edilmistir
(Dwayne ve Thrasher, 2005). Yapilan ¢alismalar bu 6liimlii vakalarin Brezilya'dan
getirilen fistik ezmesinden kaynaklandigi anlasilmistir (Arda, 1975). Yapilan
calismalara bakildiginda, bu etken maddelerin tavuk ve Ordek yavrularinda da
zehirlenmelere neden oldugu goriilmiistiir. Ortaya c¢ikan hastalik tablosunda, akut
hepatit, akut istah kaybi, nekroz, safra kanali hiperplazisi, gii¢siizliikk ve uyusukluk
gibi semptomlarla karakterize oldugu goriilmiistiir (Eaton ve Groopman, 1994).
Hindistan'da 400 kisinin zehirlendigi bir aflatoksikoz olayi, 106 kisinin 6limii ile
sonuglanmistir. Bu olay sonrasinda alinan misir 6rneklerinden yapilan aragtirmalarda
yiiksek oranlarda aflatoksin kalintis1 bulunmustur (Kaya ve ark., 2002) (¢izelge 1.1.).
Tirkiye’de ise aflatoksin vakaasi olarak ilk bilimsel yayinlar, 19601 yillarda

giindeme gelmistir.



Cizelge 1.1. Canlilarin iizerinde olusturduklaru etkilere gore Mikotoksin ¢esitleri (Kaynak: Kaya,

2001)
Mantar Cesidi | Mikotoksinler Kaynaklar Hedef organ, d({ku ve Etkilenen
olusan etki canhlar
A. flavus Aflatoksinler Tahillar, Karaciger; gelisme hiz1 ve Tiim hayvan
A. parasiticus yemler, verimde azalma; sarilik, tirleri ve
P. puberulum yagli tohum kanama, siirgiin, karaciger | insanlar
kiispeleri kanseri,

bagisiklik sisteminin

baskilanmasi
A. ochraceus Okratoksinler Tahillar, otlar | Karaciger ve bobrek hasari, | Kanatlilar ve

P. viridicatum

istah kaybu, siirgiin,
bagisiklik siteminin
baskilanmasi

insanlar

P. rubrum Rubratoksinler | Tahillar, Aflatoksinlere benzer Tiim hayvan
baklagiller, etki gosterirler tiirleri
yagli tohumlar
F. roseum ve Zearelonon Tahillar Ostrojenik etki Gevisenler ve
diger domuzlar
Fusarium tiirleri
P. citrinum Sitrinin Tahillar Sinirsel belirtiler, siirgiin, Kanatlilar ve
gelisme geriligi, karaciger domuzlar
ve bobrek nekrozu, kalp ve
iskelet kasinda
miyopati, karaciger kanseri
A. versicolor Aspertoksin Tahillar, Karaciger kanseri Tiim hayvan
A. nidulans Sterigmatosistin | piring, yemler tiirleri
A. clavatus Patulin Silaj, elma, Sinirsel belirtiler, beyin Sigirlar
P. patulum yemler kanamasi,

deri kanseri

A. ochraceus
P. puberulum

Penisilik asit

Tahillar, misir

Deri kanseri, kanamalar

Tiim hayvan
tiirleri

Fusaryum, Trikotesenler Tahillar, Dermatit deride nekroz, Tiim hayvan
Trikoderma, yemler kanamlar, anemi, tiirleri
Sefalosporium graniilositopeni vb.

vb.

P. citreoviridae | Streoviridin Piring, tahillar | MSS, kalp ve solunum Tiim hayvan
felci, tirleri
¢irpinmalar

F. tricinctum Butenolid Maisir, ot, Bacaklarda gangren, Sigirlar

tahillar kuyrukta nekroz

P. islandicum Sikloklorotin Piring Karaciger hasari, kanseri Kanatlhilar

P. rugulosum Luteoskirin

Rugulosin

S. bakeri Sporidesminler | Tahillar, ot Karaciger hasari, safra Gevisenler
kanali
tikanmasi, 15182 asirt
duyarlilik

Penicilium Penitremler Tahillar Kas titremeleri, felg, Tiim hayvan

tiirleri ¢irpinmalar tiirleri




Cizelge 1.1. Canlilarin iizerinde olusturduklaru etkilere gére Mikotoksin ¢esitleri (Kaynak: Kaya,

2001)(devami)
Mantar Cesidi | Mikotoksinler | Kaynaklar Hedef organ, quu ve Etkilenen
olusan etki canhilar
Acremonium Lolitremler Cavdar vb. Tremorlar, hareket Gevisenler, at
loliae diizensizlikleri, ¢irpinmalar,
sok, spazm
Fusarium tiirleri | Fuminosinler Misir Beyin ve akciger yangisi At, domuz,
kanathilar
Fusarium solanii | 4-ipomeanol Kiifli tath Akciger 6demi, pndmoni, Sigir
patates amfizem
A. flavus Kojik asit Misir Cirpinmalar, 6dem Tiim hayvan
A. oryzae tiirleri
A. niger Okzalik asit Bitkiler Mide irkiltisi, MSS ve Tiim hayvan
A. oxalicum bobrek hasari, kanama, tiirleri
kan kalsiyum diizeyinde
azalma
C. purpurea Ergot Tahillar Kuru gangren, asir1 uyari, Tiim hayvan
C. paspali alkoloidler kanin pihtilagmasi tiirleri
Stachybotrys atra | Satratoksinler Tahillar, Kemik iligi, deri, mukozalar | Tiim hayvan
otlar tiirleri
Aspergillus, Sitakalasanlar Hiicre zarlari, pihtilagma, Tiim hayvan
Zygosporium fagositoz vb. tiirleri
Nigrosabulum vb.
A. terreus Territremler Tahillar, MSS, tremor, néoromuskuler Tiim hayvan
otlar kavsaklar tiirleri
S. sclerotiorum Psoralenler Kereviz vb. Deri yangisi Tiim hayvan
tiirleri




1.2. Mikotoksinler

Baslica 6nemli miktoksin cinsleri Aspergillus, Penicillium, Fusarium ve Alternaria
olarak bilinmektedir (Cizelge 1.2.). Bu dort cins tarafindan olusturulan ana
mikotoksinler tabloda gosterilmektedir. Aflatoksin grubundaki tiirevler 18
civarindadir. Okratoksinlerde yapisal benzerlik gdsteren 7 bilesik icerir. Bunlardan
en onemli olan1 Okratoksin A (OTA)'dir. 150 bilesigin bu gruba dahil oldugu

Trikotesenler ise 40 tiirev igerir. Alternaria toksinleri ayrica 30'dan fazla farkl

metabolit sergiler (Anon., 2006)(Cizelge 1.2.).

Cizelge 1.1. Gidalarda goriilen baslica mikotoksinler ve tiirleri(Kaynak: Anon., 2006)

Aspergillus Penicillium Fusarium Alternaria
Toksinleri toksinleri toksinleri toksinleri
Aflatoksinler Sitrinin Zearalenon(F-2toksin) | Alternariol
AFBI Okratoksin A Alternariol mono metil-eter
AFB2 Sitreoviridin Trikotesenler
AFG1 Rubratoksin A Deoksinivalenol Altertoksin
AFG2 Rubratoksin B Nivalenol Tenuazonik asit
AFM1 Patulin Diasetoksisirpenol
AFM2 Penisilikasit T-2 toksin
AFB2a P-R (Pen.requeforti)-toksin | HT-2 toksin
AFG2a Luteosikrin Tremortin
AFB3 Izlanditoksin Fumonisin B1
Aspertoksin Ksantosilin-X Moniliformin
Sitrinin Siklopiazonikasit
Sterigmatosistin | Sitromitesin
Okratoksin A Rugulosin
Patulin Ksantomegnin
Penisilikasit Rugulovasin A

Rugulovasin B

Verrukulotoksin

Emodin

1.3. Aflatoksinlerin Ozellikleri

Aflatoksinler en toksik mikotoksinler arasindadir ve bu tiirlerin igerisinde Aspergillus
flavus sonrasinda Aspergillus parasiticus en 6nemli metabolit iireten tiirlerdendir

(Bennet ve Papa, 1988). Aflatoksinlere bagli olusan kiifler basta yer fistigi, baharat



ve incir olmak iizere bircok gidada bulunur (Farber ve ark., 1997). 4. flavus diinya
capinda daha yaygindir. 4. parasiticus tropikal ve subtropikal iklimlerde daha yaygin
olup her ikisi de toprakta oldukc¢a sik bulunur. Bunun yaninda canli ya da 6lii hayvan
ve bitkilerde, havada da bulunabilirler (Anon., 2006). Aflatoksin iireten kiifiin
varoldugu herhangi bir gidada uygun ortam bulduklarinda toksin agiga ¢ikarabilirler.

En yaygin ve iyi bilinen aflatoksinler B1, B2, G1, G2, M1 ve M2 olmasina ragmen
Aspergillus flavus'u sadece aflatoksin B1 ve B2 iiretirken, Aspergillus parasiticus ve
Aspergillus 21 nomius hem aflatoksin Bl ve B2 hem de aflatoksin G1 ve G2
tiremesine sebep olabilmektedir. Bu grubun en toksik ve kanserojenik olanit B1'dir

(Stubblefield ve Shannon, 1974; Van Egmond, 1989; Pittet, 1998; Creppy, 2002).

Bunlarin arasinda aflatoksin B1, gidalarda en yaygin olanidir, insanlar ve hayvanlar
tizerindeki toksik ve kanserojenik etkileri agisindan tehlikeli bir tiir olarak kabul
edilir (Franco ve digerleri, 1998; Yiannikouris ve Jouany, 2002; Williams ve
digerleri, 2004). insanlar ve hayvanlar iizerindeki toksizojenik etkilerine bakildiginda
siralama B1-M1-G1-B2-M2-G2 seklinde olacaktir ancak her tiir ve cinste farklilik
gosterebilirler (Seyrek, K. 2001; Verma, 2004).

Aflatoksinlerin yapilarini aragtirmak i¢in ortaya koyulan kimyasal aragtirmalarda bu
maddelerin bifuran halkali heterosiklikler oldugu goriilmiistiir (Heatchcote, 1984).
Aflatoksinlerin iki ana metabolitinin oldugu ve bunlarin B1-G1 olmasinin yanisira
kimyasal yapilarina gérede iki ana gruba ayrldiklar1 bildirilmektedir. ilk Grup
difurankumarin siklopentanon yapisindadir B1, B2, B2a, MIl, M2, M2a ve
Aflatoksikol bu grupta yer alir. ikinci grup difuranokumarin lakton yapisindadir G1,
G2, G2a, GM1, GM2, GM2a, B3 ise bu grupta yer alir. B1, B2, G1, G2 gidalarda
daha yaygin olmakla birlikte dogrudan toksijenik suslar tarafindan sentezlendigi
bildirilmistir (Heatchcote, 1984). Siit ve siit liriinlerinde kisa formlar1 olan M1 ve M2
olan B1 ve B2'nin (Heatchcote, 1984), siit veren hayvanlar tarafindan aflatoksin
bulagmis yemlerle beslenmesiyle iiretilir (Quillien, 2002) ve hayvanlarin siit, idrar ve

diskisinda yer alir (Unliitiirk ve Turantas, 1998).

Aflatoksinlerin toksik etkileri belirlenirken ve diinyanin farkli bolgelerinde yetisen
gida {iriinlerinde aflatoksin olugmasi gozlemlenmis bu toksinlerin 6zellikle baz1 gida
tirtinlerinde etkili oldugu bildirilmistir. Dagilisina bakilacak olursa baslicalari; yagh

tohumlarda; yer fistig1, findik, badem, antep fistigi, pamuk ¢ekirdegi, aycicegi,
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baharatlarda; kirmiz1 biber, karabiber, kuru meyvelerde; Uziim, incir, kayis1 gibi
tahillarda; misir, bugday, arpa, piring ve siit, siit iiriinleri oldugu bildirilmektedir

(Tosun, N., 1996).

Besinlerde adi1 gegen siit tirtinleri, et iiriinleri, tahillar, kuru meyveler, yagli tohumlar
ve hatta baharatlarda gz Oniinde bulunduruldugunda insan ve hayvan saglig
acisindan tiiketilen biitlin gidalarin aflatoksin iiretimine sebep olan etkenlerle
kontamine olmas1 mikotoksinlerin tarihgesi ve 6nemini bir kez daha vurgulamaktadir
(Tunail, 2000; Ozmentese, 2002; Yiannikouris ve Jouany, 2002; Agag, 2004).
Depolama siiresinde depolanacak iiriinliin {izerindeki zararlilarin yogunlugu,
depolama yapilan sehrin iklimine bagh olarak degiskenlik gosteren bagil nem orani
ve hava sicakliklari, depolama alaninin ¢evre ve diger zararhilarla olan temasi gibi
konularin tamami toksin olusumunda son derece etkili ve dikkat edilmesi gereken
konularin basinda gelmektedir. Aspergillus spp. aflatoksin iiretebilmesi i¢in optimum
sartlara bakildiginda depolama sicakliginin 25°C ile 30 °C ve bagil nemin % 85'in
tizerinde olmasimin yeterli oldugu yapilan arastirmalarda ortaya koyulmustur
(Denizel 1979, Ayta¢ 1983). Diger taraftan liriinlerin depolara girisleri esnasinda
kendi biinyelerinde barindirdiklari nem oranlarininda; bugdayda %17 ile %18, unda
%16, misirda %16 ile %25 ve piringte %20 ile %22’lik nem aralifinda ya da
tizerinde olmasi toksin olugsmasini hizlandiran sebeplerin basinda gelmektedir
(Ciegler ve ark. 1971). Hayvanlarda akut toksisite {izerine yapilan bir¢ok caligmada
aflatoksin B1'in hepatokarsinoma neden oldugu tespit edilmistir. insanlarda yer
fistig1 ve yer fistig1 {iriinlerinin tiiketiminin insan karaciger kanseri riskini arttirdig
gozlemlenmistir. Aflatoksinlerin bu tehlikelerinden dolay1 diinyada gida ve yemlerde
kabul edilebilir en yiiksek seviyeler agiklanmistir (Franco ve ark., 1998; Ozmentese,
2002). Diinya Saglik Orgiitii (WHO), bugiine kadar herhangi bir maruz kalma diizeyi
belirlenmediginden, aflatoksin M1 risklerini en aza indirmek ig¢in tiiketimin
minimumda tutulmasini 6nermektedir. Gidalardaki aflatoksin riskine karsi birgok
iilkede ozellikle siit ve siit menseyli {iriinlerde izin verilen maksimum aflatoksin M1
seviyelerini belirlemistir (Lopez ve digerleri, 2001; Van Egmond ve Jonker, 2004).
Avrupa ve Amerika'da gidalar i¢in belirlenen maksimum aflatoksin ve diger bazi
mikotoksin seviyeleri Cizelge 1.3. ve ililkemizde gidalarda bulunan aflatoksin ve

diger baz1 mikotoksinlerin maksimum seviyeleri Cizelge 1.4."te verilmistir.
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Cizelge 1.3. Avrupa ve
degerleri (Creppy, 2002).

Amerika’da gidalar icin belirlenmis en yiiksek mikotoksin ve aflatoksin

. . .. Maksimun Diize .
Mikotoksin Ulke (ug/kg ya da i, pgb) Besinler
Finlandiya 2 Tiim besinler
Almanya 2 Tiim besinler
Hollanda 5 Tiim besinler
Belgika 5 Tiim besinler
25 Yer fistig1
Portekiz 5 Cocuk gidalari
20 Digerleri
AFB: Avusturya : Tiim besinler
2 Tahillar, findik
fsvicre 1 Tiim besinler
2 Misir, tahillar
Ispanya 5 Tim besinler
Liiksemburg 5 Tim besinler
Irlanda 5 Tiim besinler
Danimarka 5 Tiim besinler
Yunanistan 5 Tiim besinler
Fransa 5 Tiim besinler
Hollanda 0 Tahillar
Okratoksin A Yunanistan 20 Tiim besinler
Fransa 5 Tiim besinler
Hollanda 0 Tahillar
Fumonisin B1 + B2 | Isvicre 1000 Mistr
Romanya 30 Tahillar, bitkisel yaglar
Avusturya 60 Tahuillar
Zearelenon —
Fransa 200 Tahillar, bitkisel yaglar
Rusya 1000 Tahillar, bitkisel yaglar
T2 Toksin Rusya 100 Tim besinler
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Cizelge 1.3. Avrupa ve Amerika’da gidalar icin belirlenmis en yiiksek mikotoksin ve aflatoksin
degerleri (Creppy, 2002) (devami)

Maksimun Diizey

Mikotoksin Ulke (ng/kg ya da p/l, ppbb Besinler
(ng/1)
Isvec 5 Tiin besinler
Yer fistigy,
Norveg 5 Brezilya fistig1,
karabugday
Finlandiya 5 Tiim besinler
4 Tiim besinler
Almanya Enzim ve
0.05 Enzim
Aflatoksin lfor(rinll(ﬂasyonlarl
B1, B2, G1,G2 Ingiltere 4 mareve -
kurutulmus incir
Fransa 10 Tiim besinler
Italya 50 Yer fistig
5 (B2+G1+G2) Tiim besinler
Avusturya 0.02 (M1+B1+B2 L
1G1+G2) Cocuk besinleri
. 5 (B2+G1+G2) Tum besinler
Isvigre 3 -
0.01 Bebek besinleri
Amerika 20 Tiim besinler
Aflatoksin Belgika 5 Yer fistig1
Bi, B2, G1,G2 1 (B1+G1) Tahillar
Bosna Hersek
5 Fasulyeler
Isvec 0.050 Stvi siit dirtinleri
Avusturya 0.050 Siit
Almanya 0.050 Siit
0.050 Siit
Hollanda 0.020 Tereyagi
0.200 Peynir
Rusya 0.5 Siit ve siit iirtinleri
0.020 Bebek besinleri
Aflatoksin M1 . -
Isvigre 0.050 Siit ve siit iirlinleri
0.025 Peynir
Belgika 0.050 St
Amerika 0.050 Siit
L 0.1 Cocuk siitleri
Cek Cumbhuriyeti o
0.5 Yetigkin siitleri
0.03 Cocuk siitleri
Fransa — -
0.05 Yetiskin siitleri
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Cizelge 1.3. Avrupa ve Amerika’da gidalar i¢in belirlenmis en yiliksek mikotoksin ve aflatoksin

degerleri (Creppy, 2002) (devami)

. . - Maksimun Diizey . .
Mikotoksin Ulke Mikotoksin
(ng/kg ya da p/l, ppb)
Aflatoksin M1 Bulgaristan 0.5 S.l.lt ve o
stit tirlinleri
Amerika 1000 Bugday
Deoksinivalenol Rusya 1000 Tahillar
Avusturya 750 Bugday
Romanya 5 Tiim besinler
1 Bebek besinleri
Cek Cumhuriyeti
20 Tim besinler
5 Tahillar
Okratoksin A Danimarka
25 Domuzlar
Avusturya 5 Tahillar
Isvicre 2 Tahillar
Yunanistan 20 Tim besinler

Cizelge 1.4. Tiirkiye’de gida maddelerindeki en yiliksek mikotoksin ve aflatoksin degerleri (Anonim,

2011)
Gida(") Maksimum Limit (ng/kg)
2.1. Aflatoksin Bi1 | Bi+B:+Gi+G: | M
Yer fistig1 ve diger yagli tohumlar(’) (dogrudan insan
tilkketimine sunulmadan veya gida bileseni olarak
211 kullanilmadan &nce ayiklanma veya diger fiziksel islemlere 8,0 15.0 () )
77" | tabi tutulacak olan) ) ’
e Rafine bitkisel yag liretiminde kullanilan yer fistig1
ve diger yagli tohumlar harig
Badem, antepfistig1 ve kayisi ¢ekirdegi (dogrudan insan
212 tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni olarak 12,0 15,0 () )
" | kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger fiziksel islemlere ) ’
tabi tutulacak olan)
Findik ve Brezilya findig1 (dogrudan insan tiikketimine
213 sunulmadan veya gida bileseni olarak kullanilmadan 6nce 8,0 15,0 () )
o ayiklama veya diger fiziksel islemlere tabi tutulacak olan) ® ’
e Rafine bitkisel yag iiretiminde kullanilan findik harig
Sert kabuklu meyveler (Boliim 2.1.2 ve 2.1.3.”de belirtilenler
214 hari¢) (dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida 8,0 15.0 () )
77" | bileseni olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger ®) ’
fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)
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Cizelge 1.4. Tirkiye’de gida maddelerindeki en yiiksek mikotoksin ve aflatoksin degerleri (Anonim,
2011) (devami)

Guda()

Maksimum Limit (ng/kg)

2.1.

Aflatoksin

B1

Bi1+B2+Gi1+G2

M

Yerfistig1 ve diger yagl tohumlar (5) ve bunlarin islenmis
iiriinleri (dogrudan insan tiikketimine sunulan veya gida
bileseni olarak kullanilan)
e Rafine edilecek bitkisel ham yag ve rafine bitkisel
yag hari¢

5,0
©)

10,0 (%)

Badem, antepfistig1 ve kayist cekirdegi () (dogrudan insan
tiiketimine sunulan veya gida bileseni olarak kullanilan)

8,0
@)

10,0 (%)

Findik ve Brezilya findig1 (') (dogrudan insan tiiketimine
sunulan veya gida bileseni olarak kullanilan)
e Rafine bitkisel yag tiretiminde kullanilan findik
hari¢

5,0
©)

10,0 (%)

Sert kabuklu meyveler ve bunlarin iglenmis tiriinleri
(Boliim 2.1.6. ve 2.1.7.’de belirtilenler hari¢) (dogrudan
insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni olarak
kullanilan)

5,0
©)

10,0 (%)

Kurutulmus meyveler (dogrudan insan tiiketimine sunulan
veya gida bileseni olarak kullanilan)

8,0

10,0

2.1.10.

Tahillar, bunlardan elde edilen tiriinler ve bunlarin islenmis
iriinleri
(Boliim 2.1.11., 2.1.14. ve 2.1.16.”da belirtilenler haric)

2,0

4,0

2.1.11.

Misir ve piring (dogrudan insan tiiketimine sunulmadan
veya gida bileseni olarak kullanilmadan 6nce ayiklama
veya diger fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

5,0

10,0

2.1.12.

Cig siit (*), 1s1] islem gormiis siit, siit bazli tiriinlerin
iretiminde kullanilan siit

0,050

2.1.13.

Baharatin asagidaki tiirleri icin;

e Kirimizi biber (Capsicum spp.) (bunlarin
kurutulmus meyveleri, tiim ve 6giitiilmiis halleri
dahil)

e  Karabiber ( Piper spp.) (bunlarin meyveleri,
akbiber ve karabiber dahil)

e Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)

o Zencefil (Zingiber officinale)

e  Zerdacal (Curcuma longa)Bunlarin bir veya
birkagini i¢eren karigim baharatlar

5,0

10,0
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Cizelge 1.4. Tirkiye’de gida maddelerindeki en yiiksek mikotoksin ve aflatoksin degerleri (Anonim,

2011) (devami)
Glda(l) Maksimum Limit (ng/kg)
2.1. Aflatoksin (devami) B, | BitB,+G+G, | M,
2.1.14. | Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalari (%), (°) 0,10 - -
Bebek formiilleri ve devam formiilleri (*), ('°) (bebek
2.1.15. ey 1 . - - 0,025
stitleri ve devam siitleri dahil)
2.1.16. | Bebekler icin 6zel tibbi amach diyet gidalar ("), (%) 0,10 - 0,025
Glda(l) Maksimum Limit (ng/kg)
2.2. Okratoksin A
2.2.1. Islenmemis tahillar 5,0
Islenmemis tahildan elde elilen tiim iiriinler (dogrudan
2.2.2. insan tiiketimine sunulan tahillar ve islenmis tahil tirtinleri 3,0
dahil) (B6liim 2.2.9 ve 2.2.10.’da belirtilenler harig)
Kurutulmus asma meyveleri (kusiiziimi, kuru iiziim ve
2.2.3. . AN 10,0
¢ekirdeksiz iiziim)
294 Kavrulmus kahve ¢ekirdegi ve 6giitiilmiis kahve (Bolim 5.0
o 2.2.5.”de belirtilenler harig) ’
Kahve ekstrati, ¢oziinebilir kahve ekstrat1 veya
2.2.5. 1t 10,0
¢Oziinebilir kahve
Sarap ve meyve saraplar (koptikli sarap/sampanya dahil,
2.2.6. likor saraplart ve hacmen alkol miktart en az %15 olan 2,0 (P
saraplar harig)
297 Aromatize sarap, aromatize sarap bazli i¢ki ve aromatize 20 (1 3)
o sarap kokteyli ) ’
Uziim suyu, konsantreden iiretilen {iziim suyu, {iziim
2.2.8. nektari, lizlim siras1 ve konsantreden iiretilen tiziim sirast 2,0 (%)
(**) (dogrudan insan tiiketimine sunulan)
2.2.9. Bebek ve kiigiik ¢ocuk ek gidalar (), (°) 0,5
2.2.10. Bebekler igin 6zel amagh diyet gidalar ('), (') 0,5
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Cizelge 1.4. Tirkiye’de gida maddelerindeki en yiiksek mikotoksin ve aflatoksin degerleri (Anonim,

2011) (devami)
Gida(") Maksimum Limit (ng/kg)
2.2.(devami) | Okratoksin A
Baharatin asagidaki tiirleri igin;
o  Kirmmizi biber (Capsicum spp.) (bunlarin
kurutulmus meyveleri, tim ve ogiitiilmiis
halleri dahil)
e Karabiber ( Piper spp.) (bunlarin meyveleri, 30,0

2.2.11. akbiber ve karabiber dahil) (30.06.2012 tarihine kadar)
e Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans) 15.0
o Zencefil (Zingiber officinale) (01.07.2012 ta’rihine kadar)
Zerdagal (Curcuma longa)Bunlarin bir veya birkagin
iceren karigim baharatlar
Meyan kokii (Glycyrrhiza glabra, G. Inflate ve diger
22.12. tirler)
Meyan kokii (bitkisel infiisyon bileseni olarak
2.2.12.1, kullanilanlar)
> 20,0
29122, Meyan kokii ekstrati (16) 80,0

(6zellikle alkolsiiz i¢ecek ve sekerleme iiretiminde
kullanilan)
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1.4. Maya ve Kiiflerin Ozellikleri

Maya ve kiif genellikle gida mikrobiyolojisi ¢aligmalarinda birlikte ele alinir. Maya
ve kiiflerin birlikte ele alinmalarin iki nedeni vardir, bunlardan biri her ikisininde
mantar aleminin {iyeleri olmalaridir. Ayrica maya ve kiiflerin, koloni morfolojileri ile
birbirlerinden  kolayca ayrilabilecek sekilde segici ortamlarda  birlikte
cogalabilmeleridir. Tek hiicreli ve genellikle miselyum olusturmayan yapilar maya,
miselyumu olusturan ¢ok hiicreli mantarlara ise kiif adi verilmektedir. Eseyli ve
eseysiz olarak kiifler iki spor igerir. Aseksiiel sporlar ve ilgili yapilar genel olarak

kiiflerin tanimlanmasinda ve ayristirilmasinda kullanilmaktadir.

Mayalar tek hiicrelidir, hiicre morfolojisi genellikle yuvarlak, silindirik, oval veya
limon seklindedir. Mayalara ait saf kiiltiirlede dahi kiiltiir yasina gore degismekle
birlikte farkli biiyiiklilk ve sekildeki hiicrelerle birlikte kendine has hiicre

morfolojilerine ait lireme kosullarida goriilebilmektedir.

Sarap, bira, ekmek vb gidalarin imalatinda bazi maya tiirlerinin ekonomik énemi ¢ok
blyiiktiir. Kiiflerin bazilar1 ise peynir yapiminda ve yiiksek proteinli biyokiitle
tiretiminde dahi kullanilmaktadir. Fakat bircok kiif ve maya tiiriiniin gida endiistrisi
ve fermantasyonda istenmeyecek derecede kirletici olduguda bilinen bir gercektir.
Bu ve buna benzeyen kiif ve mayalar saprofit olduklar i¢in gidalarin bozulmasina ve

iiretimde istenmeyecek sonuglara neden olurlar.

Maya ve kiiflerin pH aralidi 2 — 9 arasinda degisirken, depolama sicakligi ise 10 °C
ile 35 °C arasinda ayrica su aktivitesi ise 0,85 ve tistli seviyelerde gelisebilir. Bununla
birlikte tuz ve seker konsantrasyonlarinin yiiksek oldugu alanlarda rahatlikla
bliyiliyebilirler. Bununla birlikte kompleks karbonhidratlar, pektin ve organik asitler

ile protein ve lipitler kullanilabilir.

Bozulmaya neden olan maya ve kiifler, gaz yapict 6zellikleri sayesinde gidalarda
acilagsma ve kokusmaya, bazi farkli gidalarda ise istenmeyecek diizeyde gozenekli bir
yapinin olugmasi gibi bir takim rahatsizliklara neden olurlar. Bazi kiifler, kontamine
ettikleri gidada geliserek salgiladiklar mikotoksinler sebebiyle, gidanin tiiketilmesi

durumunda meydana gelen zehirlenmelerde 6liimlii sonuglara sebep olabilirler.

Acikta pazarlanan, iiretim teknolojisi nedeniyle ambalajlamadan once a¢ik havayla

temas etmis, liriinler pastorize bile olsalar ambalaj malzemesinden bulasan, yikama
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ve sogutma disinda teknolojik olarak islenmemis gidalar i¢in maya ve kiif sayisi
kalite gostergesi olarak dnemli bir rol oynamaktadir. Toprakla temas halinde olan
baharatlar gibi yikanmadan sadece Ogiitiillen ve paketlenen iiriinlerde kiif sayisi
oldukca fazla iken, sekerli iirlinlerde ise maya hakimdir. Toplam kiif ve maya sayisi
i¢in aerobik inkiibasyon genellikle 25 °C - 28 °C 'de ve 5 giinde yapilir. Genelde kiif
ve mayalarin sayimi ayn1 besiyerinde yapilmaktadir. Kiife ve mayalar eger ayr1 ayri
sayllmak istenirse ayni besiyerindeki koloni morfolojileri agisindan ¢ok kolay bir

ayrim yapmak miimkiindiir.

Kiif ve maya saymmi i¢in kullanilan besiyerinde bakteri iiremesi besiyerinin
asitlestirilmesi veya antibiyotik kullanilmasiyla onlenebilmektedir. Filtre ile %10
laktik asit sterilize edilerek kullanilabilir. Sterilize edilerek sivi halde bekletilen ve
45 °C'ye sogutulan besiyerine asit eklenir. Klor tetrasiklin ayrica bir antibiyotik
olarak tavsiye edilir. Kiif ve mayalar gidalardaki renk bozulmasina, tadinda
acilasmaya ve kokuya neden olabilir. Bazi durumlarda saklama tekniklerine karsi
direng gosterebilen kiifler de (1sitma, dondurma, antibiyotik ve radyasyon) gidalarda
mikotoksin olusumuna neden olur. Kiif ve maya sayisi; Satis1 agik alanlarda yapilan,
ambalajlanmadan 6nce acik hava ile temas etmis olan higbir teknolojik islem
gormeden 6zellikle sadece Ogiitiilerek paketleme yapilan gidalar icin kalite agisindan

Onemli bir kriterdir.

1.5. Aflatoksinler icin Kullanilan Analiz Yontemleri

Aflatoksin analizlerinde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Aflatoksin analizlerinde
kullanilan yontemler analiz siiresi, glivenilirlik ve maliyet acisindan farklilik
gostermektedir. Bu farkliliklarin ele alinmasi agisindan analiz yontemleri baslica;
BGYF (Parlak Yesilimsi-Sar1 Floresans) Metodu, Florimetrik Metot, ince Tabaka
Kromatografisi (TLC), Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC), ELISA (Enzim
Baglantili immiino Sorbent Tahlili) ve RIA (Radyo ImmiinoAssay).

Bu yontemlerden en yaygin kullanilanlart HPLC ve TLC'dir. Buna karsilik, TLC
maliyet agisindan HPLC'den daha uygun bir analiz yontemi olsa da, TLC giivenilirlik
acisindan biraz daha az giivenilirdir (2ng/g'nin altinda) ve ayrica ekolojik a¢idan
zararli kimyasallarin kullanilmasinin yani sira analiz siireside daha uzundur.

Dolayistyla TLC'yi dezavantajli hale getirir (Stroka, 2000). Analiz siiresinin ¢ok kisa
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olmasinin yanisira HPLC pahali bir yontemdir. Hata payinin ¢ok diisiik olmasindan

ve tespit limitinin TLC'ye gore ¢ok hassas olmasi sebebiyle daha ¢ok tercih edilir.

ELISA ve RIA 6nde gelen immiinokimyasal tekniklerdir. ELISA, RIA’ya gore basit
ve hizlidir. Antikor molekiillerini baglamak ic¢in ¢ozelti i¢indeki etiketlenmemis

aflatoksin ve etiketli aflatoksin arasindaki yarisa dayali sonuglar verir.

RIA'da etiketleme igin radyoaktif izotop kullamilir. Genellikle bu izotop '*I'dir.
Ancak sonunda aci8a ¢ikan radyoaktif atiklardan dolay1 bu yontem tercih edilen bir

yontem degildir.

1.5.1. BGYF (Parlak Yesilimsi-Sar1 Floresans) Metodu
Ultraviyole 151k altinda uzun dalga kojik asitin varlig: tespit edilerek yapilan bu teste
BGYF metodu denilir. A4.flavus ya da A.parasiticus metaboliti olarak kojik asit

uretilmektedir.

Yesilimsi sar1 renk verenleri belirlemek icin BGYF metodunda 6nce 6rnek ultraviole
uzun dalga boylu 151k ile incelenir. Sonrasinda Ornek, agirhiginin 0.6 kat1 su ile
havandan gecirildikten sonra ekstraksiyonu i¢in metanol, asetonitril gibi uygun
solventlerle Waring blendir yardimiyla 3 dk. karistirtlir. Olgiim yapilirken, ultraviole

spektrofotometresi ya da spektroflorimetre cihazlari tercih edilir.

1.5.2. Florimetrik Metot

Isin enerjisini maddenin ¢oOzeltisine gondererek madde uyarildiktan sonra bu
maddenin ilk haline dénmek i¢in aldig1 enerji ve verdiginde olan davranislar
incelenir. Bu maddelere bakildiginda goriinlir alanlar bazen infrared, gonderilen
1sinlar ise ultraviole goriiniir. Kisa siire absorbe edilen 1sinlar sonrasinda floresans

1s1nlart olarak etrafa yayilirlar.

Madde lizerine 1s1n gonderildiginde bu floresans isinlar1 goriiliir, durdugunda da
durur. Dalga boylar1 380-720 nm (nanometre) arasinda degismesinin sebebi
tizerlerine UV (ultraviole) 1sinlar1 gonderilmesidir. Kiigiik dalga boyuna sahip 1sinlar

molekiilde bozulmalara bazende parcalanmalara sebep olurlar.

Floresans metodu ¢ok hassas oldugu i¢in ¢ok diisiik konstantrasyonlarda bile

uygulanabilirligi vardir (Giindiiz, 2002).
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Cift 151n yollu spektroflorimetreler giic kaynaklarindaki dalgalanmalar1 6nlemek icin
kullanilir. Bu cihazlarin kisimlar1 goriiniir bolge ve UV cihazlarina benzemektedir.
Isin kaynaginin giiclii olmast ic¢in yiiksek basingli lambalar kullanilir.
Spektroflorimetrelerde giiclii bir 151n band1 (300-1300 nm) elde etmek i¢in kullanilan
floresanlar  banttaki dalga boyunu ayirmak i¢in gereklidir. Greyting
monokromatorleriyle bu ayirma islemi yapilabilir. Bu yiizden spektrofotometrelere
gore kullanigh ancak pahalidirlar.

Floresans sinyalleri eger zayifsa giliclendirmek icin spektroflorimetrelerde
dedektorler ve foto katlandirici tiip kullanilir. Olgiimler esnasinda silika ya da cam

malzemeden iiretilmis kaplar kullanilir.

1.5.3. Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Durgun faz boyunca plaka {izerine kaplanmis, numunenin bulundugu mobil fazn,
kapiller olarak hareket ettigi bir metottur. Genellikle ilaglarin tanimlanmasinda
kullanilan bir yontemdir. TLC, arastirma kolon sivi kromatografi ile yapilan ayirma
islemlerine kiyasla daha az maliyetli olmasinin yanisira hizli ve kolay kullanimindan
dolay1 farkli bircok alanda da kullanilmaktadir. Biyolojik ve biyokimyasal alanlar
laboratuvarlar ve ilag sektdriindede ¢ogunlukla kullanilmaktadir. Bu sayede TLC en

az HPLC kadar analiz yapilmasina olanak bulmustur.

Sekil 1.1. TLC cihaz1
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1.5.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ve Cihaz Ozellikleri

S1v1 kromatografi ¢calismalarinda ¢ap1 1 cm ile 5 cm arasinda uzunlugu ise 50 cm ile
500 cm arasinda olan cam kolonlar daha ¢ok tercih edilirdi. 150-200 um araliginda
cap1 olan partikiiller uygun akis hizina ulasabilmek i¢in kati durgun fazi meydana
getirirler. Ancak akis hizi ¢ok diisiik olurdu. Bu da siireyi uzatirdi. Vakum

uygulamasida hizi arttirmak i¢in iyi sonuglar vermistir. (Giindiiz, 2002).

Dolgu maddelerini tanecik yapilarin azaltilmasi ve kolonlarin bunlarla doldurulmasi
ile {lizerine yiiksek basing uygulanmasini saglamistir. Bu sayede Yiiksek
Performansh Sivi Kromatografisi yontemi bulunmustur. Aflatoksin analizi 5

kademede gergeklesir (AOAC, 2000).

e Ekstraksiyon

e Siizme

e Imunoaffiniti Kolon ile Ayirma
e Enjeksiyon

e Olciim

Ekstraksiyon:
Findik ekstraksiyonda 50 gr. 6rnek alinir ve daha sonra 150 ml teknik metanol, 100
ml distile su ve lizerine 5 g tuz ilave edilerek 3 dk blendirda yiiksek hizda karistirma

islemi yapulir.

Siizme:
Alman Ekstrakt, filtre kagidindan gegirildikten sonra Whatman No:4’ten siizme

islemi gergeklestirilir.

Imunoaffiniti Kolon (IAC) ile Ayirma:

Antikor igeren kolonlardan, Aflalatoksin Bi, Aflatoksin B2, Aflatoksin Gi ve
Aflatoksin G2’yi kendisine baglar. Aflatoksin Bi i¢in, 100 ng’lik miktara kadar
baglanma olur. Bu kolonlarin geri kazaniminda oran, Aflatoksin B1, Aflatoksin B2 ve
Aflatoksin Giigin en az % 80, Aflatoksin G2igin % 60 olarak bilinmektedir. (AOAC
(Resmi analitik kimyacilar dernegi), 2000).
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Imuno Affinite Kolonu kullanilmadan énce oda sicakligina gelmesi gerekmektedir.
Akis hizi 2-3ml/dk (mililitre/dakika) olmak tizere 10 ml PBS (Fosfat tamponu)
¢oOzeltisi kolonlardan gegirilir ve IAC’leri hazir hale getirilir. Akis hiz1 3ml/dk olmak
lizere pipet ile siiziintiiden alinan 10 ml 6rnek TAC’den gegirilir. Akis bittiginde yine
ayni hizda 15 ml saf su kolondan gegirilir. Ardindan da 3-4 kez siringa ile hava
verilir. 0.5 ml metanol IAC’den gecirildikten sonra bir dakika beklenir ve 0.75 ml

metanolden gecirildikten sonra aflatoksinler viale alinmis olur.

Enjeksiyon:

Analiz orneklerinin transferi HPLC’ye oto-Ornekleyici veya siringa yardimiyla
yapilir. Vialdeki karisimdan yaklasik 200 pl (mikrolitre) siringayla alimir ve
HPLC’ye transfer edilir

Aflatoksin tayini agisindan en cok tercih edilen yontemler arasinda en yaygin
kullanilan HPLC yontemidir. Hassas olmasi, kolay bozulabilen tiirlere uygulanabilir

olmas1 yontemin yaygin bir sekilde kullanilmasinin sebeplerinin basinda gelir.

HPLC cihaz:

HPLC sistemi, numuneyi sisteme tasiyan solventi iceren solvent odasi ile baslar. Her
cihazda 500 ml cam veya paslanmaz gelikten yapilmis en az bir solvent haznesi
bulunur. Solvent tankindaki filtreler sisteme zarar veren partikiilleri uzaklagtirmak
icin kullanilir. Solvent sisteme bir pompa ile girer. HPLC'de, pompalama sistemi
asagidaki gereksinimleri karsilamalidir: 400 atm'ye kadar basing iiretimi, darbesiz
basing c¢ikis, 0,1-10 ml/dk araliginda akis hizlari, akis hizi kontrolii ve

tekrarlanabilirlik ihtiyaci, korozyona dayanikli pargalar.
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Sekil 1.2. HPLC cihaz1

HPLC’ de 3 pompa vardir: Silindir pompalar, siirgiilii pompalar, pndmatik pompalar.
Diger bolme 0Ornek enjeksiyon bolmesi olarak adlandirilir. Almman orneklerin
enjeksiyonu, yiiksek basingta yapilir. Ornek enjekte edildiginde yiiksek basing
altinda hareketli faz ile karisir ve hareketli fazda ¢oziinerek kolonun tepesine ulasir.
Ulagsmanin hacmi kii¢iliktlir. Mobil fazin ¢ogu baypasta kalirken, numunenin kiigiik
bir kismi ana mobil faz ile birlesir. Numune daha fazla seyreltmeden kolona ulagir.
Numune seyreltildiginde, pikler detektorden seyrek ¢ikar. Enjektérden sonra, analitik
siitun i1lk numuneyi ayirir. Paslanmaz ¢elik HPLC kolonu 3-4 mm ¢apinda ve 10-40
cm uzunlugundadir. Giiniimiizde kullanilan kolonlar 25 cm uzunlugunda, 4,6 mm i¢
capinda ve 5 pum partikiil biiytikliigiinde, dolgu maddesi ile doldurulmus kolonlardir
(Skoog ve ark., 2002).

Mobil faz, analitik kolonlara girmeden dnce genellikle kisa bir kolondan gegirilir. Bu
kolonun rolii ayrica numunede bulunan ve geri donilislimsiliz olarak duragan faza

baglanan bilesikleri tutmaktir.

Analitik kolonlarda iki tip paketleme malzemesi vardir. Folyo dolgular ve gozenekli
dolgular. Folyo dolgu maddeleri cam veya polimerden yapilir. Yiizeylerinde

gozenekli silika, aliimina veya iyon degistirici recine bulunur. Digeri, gozenekli ve
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silis, alimina veya iyon degistirici re¢ineden yapilmis 3-10 um'lik parcaciklardan

olusur.

Belirlenecek madde igin analitik kolondan ayrilan bilesenler detektdr tarafindan
tespit edilir. Kars1 basing regiilatorli, dedektoriin arkasinda bulunur. Bu, solvent
dedektorden gegerken cihazda hava olmamasimi saglar. Hava kabarciklari numune
bilesenlerinin saptanmasini engeller. Alternatif olarak, ¢6ziinmiis gazlar ¢ikarmak

icin ¢Ozlicii odasindaki ¢6ziicii icinden bir inert gaz gegirilebilir.

e Genel amach dedektorler mobil faz kirilma indeksini, dielektrik sabitini ve
yogunluk dedektorleri

e Kirma Indisi Dedektori,

e Isin Dagitma Dedektort,

e Elektrokimyasal Dedektorler vs.

e Ozel dedektorler, bir maddenin UV absorpsiyonunu, floresansini saptar.
Difiizyon akimini 6lger.

e R Absorbans Dedektorleri,

e Floresans Dedektorleri ,

e UV Absorbans Dedektorleri,

e Filtreli UV Absorbans Dedektorleri,

e Monokromatorlu UV Absorbans Dedektorleri

1982 yilinda ve sivi kromatografinin gelismesinde 6nemli payt oldugu bilinen 365
makaleden, UV absorbsiyonunun belirlenmesi %71’ini, floresansla %15’ini, kirma
indisiyle %35.,4’1inii, elektrokimyasal dlgmelerle % 4,3’linli ve diger yontemlerle %

4,3 {iniin yapildigin1 ortaya koyulmaktadir.

HPLC cihazinda floresan dedektorii ile nanogram seviyesinde esit analiz yapabilir.
Bu da bize: Floresans dedektorlerin, ¢ok az bir numune miktariyla (50 pl gibi), ng

diizeyinde aflatoksinleri analiz edilebildigini gosterir.
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Sekil 1.3. Floresan detektdrlii bir HPLC cihazinda iki ayr1 dalga boyu (Schuster et al,
2000)

1.5.5. Immuno Kimyasal Yontemler

Aflatoksin tayininde kullanilan iki ¢esit immunokimyasal yontem vardir.

e ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
e RIA (Radio Immuno Assay)

ELISA (EnzymeLinkedImmunoSorbentAssay):

ELISA 1971'de gelistirildi. Test soliisyonundaki etiketlenmemis aflatoksin ile antikor
molekiillerine baglanma tayini i¢in kullanilan etiketli aflatoksin arasindaki rekabete

dayanir. Bu yontem iki agsamadan olusur:

e Antikor ve toksin arasindaki reaksiyon

e Enzim bagl toksin ile birlikte siibstrat reaksiyonu

ELISA yonteminde birinci antikor ilk olarak kat1 faza adsorbe edilir. Antijeni iceren
numune daha sonra ortama eklenir ve antikoru baglamak igin inkiibe edilir. ikinci
enzime bagl antikor ortama eklenir ve baglanmasi amaglanir. Karsilik gelen substrat
daha sonra enzime eklenir ve enzim aktivitesi dl¢iiliir. ELISA metodunda iki yontem

vardir;
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¢ Yarismali metot

e Indirekt metot

Yarismah Metot:

Spesifik antikorlar kat1 destege adsorbe edildikten sonra enzim bagl antijen ile
serbest antijen eklenir ve plaka inkube edilir. Bagli ve serbest antijenler kati1 faza
baglandiktan sonra enzim substrati eklenir ve enzim aktivitesi bakilarak ol¢timleri

yapilir.

Indirekt Metot:

Spesifik antijen, kat1 faza baglanir. Antikorlar1 igeren serum eklenir ve plaka inkiibe
edilir. Baz1 spesifik antikor molekiilleri antijene baglanir. Daha sonra bagli enzim
eklenir ve plaka tekrar inkiibe edilir. Enzim ayrica spesifik antikorlara da baglanir.
Son olarak, substrat ortama eklenir. Uygun kosullar altinda, orijinal serumdaki

spesifik antikorlarin miktari, enzim aktivasyonu ile orantilidir.

RIA (RadiolmmunoAssay):

RIA ilk olarak 1950’11 yillarda insiilin ¢alismalart igin gelistirilmistir. RIA 6lgiilmesi
kolay olmayan biyolojik maddelerin miktarinin belirlenebilmesi amaciyla
gelistirilmis bir yontemdir. Prosediir esasen bir antikor-antijen kompleksi (AbAg)
olusturmak i¢in bir antikor (Ab) ve bir antijenin (Ag) reaksiyonuna dayanir.

Ab + Ag=AbAg

Radyokaktif olarak etiketlenen Antikor ve Antijenler icerisinde en sik kullanilan
radyoaktif madde '*°I dir.

Molekiiliin yapisal ve kimyasal 6zelliklerini degistirmeden proteinlere katilabildigi
i¢in tercih edilir. Ayrica, nispeten uzun yarilanma omrii (60 giin) ve nispeten zayif y-

yayicisi da tercih edilme nedenleridir.

Etiketlenen antijen oldugunda, etiketlenen ve etiketlenmeyen antijenler, bir kompleks
olusturmak icin sinirli miktarda antikorla rekabet eder. Islem bittikten sonra antijen-
antikor kompleksi olusturmus olanlar serbest antijenden ayrilir ve iki gruptan birinin
radyoaktivitesi Olciilerek antijen miktar1 belirlenir. Sonu¢ Onceden olusturulmus

standart bir harita tarafindan belirlenir.
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1.6. Kiif ve Maya Saymmi — Koloni Saymm Teknigi — ISO 21527-2

Laboratuvar inceleme Yontemleri

Acgikta pazarlanan, liretim nedeniyle ambalajlanmadan 6nce iiriinlerin hava ile temas
etmesi, ambalaj malzemesi ile kontamine oldugundan iiriin pastorize olsa dahi,
yikama ve yikama disinda teknolojik bir igleme tabi tutulmayan gidalar i¢in maya
kif sayist onemli bir kalite gostergesidir. Sadece ogiitillen ve yikanmadan
paketlenen baharat gibi toprakla temas eden iiriinlerde kontaminasyon yiikiinden
dolay1 kiif sayis1 fazla ¢ikarken, seker iceren {iriinlerde ise maya sayis1 daha fazla

¢ikmaktadir.

Kiif ve maya sayis1 genelde gida mikrobiyolojisi standartlarina gore birlikte
degerlendirilir. Genel olarak toplam bakteri sayisindaki gibi, uygun inkiibasyon
kosullar1 saglandiginda, uygun bir besiyeri ortami1 olusturuldugunda koloni olusturan
kiif ve maya hiicrelerinin toplam sayis1 elde edilir. Kiif ve mayalar i¢in yaygin olarak
kullanilan besiyerlerinden herhangi biri ile gergeklestirilen ekimlerde bu iki grup
mikroorganizma uygun sartlar1 buldugunda kolaylikla iireyebilirken, bakterilerin
tireyerek koloni olusturmalarini ise ortama asitlik veya antibiyotik kullanimi ile

engelleyebiliriz.

1.6.1. Standart Analiz Yontemi

Genel olarak pratikte toplam kiif ve maya sayist birlikte dikkate alinirken bazi
durumlarda ticari olarak degerlendirilmesi gereken iiriinleri pazara ¢ikislarinda ya da
son triine kadar olan yolcugundaki kritik kontrol noktalarindan herhangi birinde bu
iki grubun ayri ayr1 degerlendirilmesi gerekebilir. Ayr1 sayim yapilmasi gereken
durumlarda besiyeri se¢cimi koloni morfolojisine gore yapilmalidir mesela yapilacak
olan ¢alismada sadece mayalarin iiremesi gerekiyor ise kullanilacak olan besiyerine
binde 25 oraninda sodyum propionat ilave edilerek kiiflerin koloni olusturmasi

engellenmis olur.

Maya ve kiiflerin toplam sayisi i¢in genellikle 25 °C ile 28 °C ve 5-7 giin aerobik
inkiibatorler kullanilarak yapilmaktadir. Cok fazla kiif miselyum olusumu nedeniyle
sayim esnasinda giigliikkler olusabildigi i¢in 3. giinden itibaren sayim sonuglari
degerlendirilmeye baglanabilir. Eger genel olarak bu siire sonunda maya ve 6zellikle

kiif olusumu goriilmezse 2 giin daha inkiibasyona devam edilebilir. Kiif kolonileri,
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mayalara gore daha geg¢ koloni olusturabilir, Ancak bu defa da kiif kolonileri yayilim
gostererek daha Onceden olugsmus maya kolonilerini kapatmasi gibi durumlarla
karsilagilabilir bu durumlarla karsilasma ihtimaline yonelik maya kolonilerinin
onceden sayilmasi ya da petri kutusunda isaretlenmesi faydali olacaktir.

Maya sayimi ve koloni olusumu i¢in kullanilacak besiyerindeki bakteri iiremesi
besiyerinin asitlestirilmesi veya antibiyotik kullanilmasiyla Onlenebilir. Filtre ile
sterilize edilmis %10 tartarik asit veya laktik asit kullanilabilmektedir. Sterilize
edildikten sonra ve 45°C'ye sogutulan ve sivi halde bekletilen besiyerlerine asit
ilavesi yapilabilir. Eklenecek olan asit miktar1 6nceden yapilan testler yardimi ile
belirlendikten sonra ayni ortam tekrar kullanilacak ise her zaman ayni1 miktarda asit
miktarda eklemesi yapilabilir. Asit ilave edildikten sonra dondurulmus besiyerleri
higbir sekilde c¢ozdiiriilmemelidir. Klortetrasiklin hidrokloriiriin antibiyotik olarak
kullanilmas tavsiye edilir. Bu antibiyotik %1 konsantrasyonda hazirlanip filitre ile
sterilizasyon yapilir. Isik gérmeyecek sekilde ve +4 °C' de en fazla 1 ay saklanabilir.
Antibiyotik, 45 °C'de sterilize edilen ve siv1 halde tutulan besiyerine 40 ppm nihai
konsantrasyonda eklenir. Maya ve kiif sayiminda kullanilacak biitiin besiyerlerine
antibiyotik veya asit eklenmesi gerektigi gibi bir sart yoktur. Bazen besiyerleri zaten

antibiyotik icerir ve/veya kendisi zaten yeterince asidik olabilir.

Kiif ve Mayalarin gidalarda sayimi igin Oksitetrasiklin Glikoz Maya Agar (Merck
1.10877) Patates Dekstroz Agar (Merck 1.10130), Malt Ekstrakt Agar (Merck
1.05398), Wort Agar (Merck 1.05448), Rose Bengal Kloramfenikol Agar (Merck
1.00467), Dikloran Rose Bengal Kloramfenikol Agar (DRBC) (Merck 1.00466), siit
ve iriinlerinin analizi i¢in Maya 6zli Glukoz Kloramfenikol Agar (Merck 1.16000),
diisiik su aktiviteli gidalardaki kserofil kiiflerin sayimi i¢in Dikloran Gliserol Agar
(DG 18) (Merck 1.00465) en yaygin kullanilan besiyerleridir.

Maya ve kiiflerde sayim islemi iki sekilde yapilir; Dokme kiiltiirel sayim yontemi ve
standart yayma ile yapilir. Eger dokme yontemi ile calisiliyorsa termal soklardan
korunmak i¢in besiyeri sicakliginin 45 °C’yi gegmemesine dikkat etmek gereklidir.
Besiyerinde kiif ve mayanin hizli biiyiimesi, tek diize ve standart koloni olusumu,
sayim sonrasi gereken izolasyon ve tanimlamanin kolay olmasi nedeniyle ise siiriintii
kiiltiirii sayim yonteminin kullanilmasi daha avantajli olacag: belirtilmektedir. Maya

sayiminda kullanilan EMS (En muhtemel say1) yontemi, kiiflerin sayiminda

29



kullanilmamaktadir. Ozmofilik maya saymmi bolimiinde EMS yonteminden

bahsedilecektir.

1.6.2. Ozel Gruplarin Sayim

Meyve suyu konsantrelerinde ve 6zellikle elma suyunda olmak {izere ozmofilik maya
sayimi kullanilmakta ve bu anlamda en Onemli kalite kriteri olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Uriinlerin bozulmasina sebep olan bu gruptaki mayalar 6zellikle meyve
suyu konsatrelerinde daha ¢ok karsimiza ¢ikmaktadir. EMS yontemi ile sayim %50
Glikoz Broth besiyeri kullanilarak Ozmofilik — ozmotolerant mayalarin beraberce
sayiminda kullanilmaktadir. Ayrica Uluslararas1 Meyve Suyu Federasyonu (IFU) bu

iki grubun ayr1 ayr1 sayilmasini 6nermektedir.

Kiiflii dane sayimi g¢ogunlukla bugday ve diger tahillar, findik vb. {iriinlerde
basvurulan en 6nemli kalite gostergelerindendir. Analizi yapilacak kiif gelisimi i¢in
hazirlanmis uygun besiyerine yeteri kadar analiz 6rnegi dane 6nceden hazirlanmis ve
katilasmis besiyerine dokiiliir. Danelerin tamaminin besiyerine yerlestirilmesine
dikkat edilmelidir. Yiizde kiiflii dane sayisi hesaplamasi ise petri kutusunda kiif
gelisimi olanlarin sayisinin toplam dane sayisina boliinmesi ile hesaplanabilmektedir.
Kiif kolonilerinin birbirine karisma ihtimaline karsilik inkiibasyonun iiglincii
giinlinde steromikroskop ile petri kutusu inceleyerek, mikrokoloni olusturan

danelerin sayilmasi faydali olacaktir.

Daha ¢ok salca ve ketgap gibi domates iirlinlerinde mikrobiyolojik kalitenin
belirlenmesi amaciyla Howard Lami saha sayimi kullanilarak hammaddenin kalitesi

hakkinda bilgi saglanmaktadir. Meyve sularinda da bu yontem kullanilmaktadir.

Maya sayisinin  hizli  bir sekilde belirlenebildigi mikroskobik bir sayim
yontemlerinden biri olan, Thoma lam1 (bira, sarap, vs.). fermantasyon amaci ile
mayalarin kullanildig1 tiretimlerde tercih edilmektedir. Farkli olarak canli hiicre
sayist belirlenebilmesi diger mikroskobik sayim yontemleriyle arasindaki farki

ortaya koymaktadir.

30



1.7. Kullanilan Besiyerleri

1.7.1. Maya ozii Glukoz Kloramfenikol Agar (Merck 1.16000)

Dehidre edilen besiyerleri distile suda 40 g/l'ye 1sitilmak sureti ile eritilir, otoklavda
ise 121 °C'de 15 dakika sterilize edildikten sonra bu besiyeri 12,5 ml’lik steril petri
kaplarina dokiiliir. Hazirlanan besiyerleri artik berrak sar1 renkli olup buzdolabinda 4
ay ayni zamanda oda sicakliinda 2 hafta siireyle saklanabilir. Refakat¢i floranin
gelisimini baskilamak i¢in besiyerlerinin bilesiminlerinde kloramfenikol kullanilir.
Kiif ve maya besiyerlerine gore en biiyilkk hazirlama kolayli§i ise igerisinde
antibiyotigin bulunmas1 ve otoklavdan sonra farkli bir katkiya gerek duyulmamasidir.

1 kutu 500 g besiyeri ile 1000 petri hazirlanabilir.

1.7.2. Malt Ekstrakt Agar (Merck 1.05398)

Dehidre hale getirilmis besiyerleri distile suda 48 g/l'yve 1sitilmak sureti ile
eritilmektedir, otoklavda ise 121 °C'de 10 dakika sterilize edildikten sonra ve 12,5
ml’lik steril petri kaplarina dokiiliir. Hazirlanan besiyerleri artik berrak sarimsi renkte
olup buzdolabinda 2 ay siireyle saklanabilir. En ¢ok dikkat edilmesi gereken nokta ise
otoklavda sterilizasyon esnasinda asir1 1sinmadan kaginmak olmalidir. 1 kutu 500 g

besiyeri ile 833 petri hazirlanabilir.
1.7.3. Patates Dekstroz Agar (Merck 1.10130)

Dehidre edilen besiyerleri distile suda 39 g/l'ye 1sitilmak suretiyle eritilir, otoklavda
121 °C'de 15 dakika sterilizasyonu yapildiktan sonra ve 12,5 ml’lik steril haldeki
petri kaplaria dokiiliir. Hazirlanan besiyerleri artik berrak agik sari renkte olup
buzdolabinda 2 ay siireyle saklanabilmektedir. Asitlestirme isteniyorsa (pH 3,5), su
banyosu igerisinde bekletilen ortamin 45°C - 50°C sicakliga diistiigiinde filtrelerle
sterilize halde 14 ml %10'luk tartarik asit eklenir, karistiritlir ve 12,5 ml olucak
sekilde steril petri kaplarina dokiiliir. Asitlenmis ortam yeniden eritilemez. Analiz
edilecek numunede eslik eden flora olarak bakteri yiikii yliksek ve/veya Onemsiz
degilse, Patates Dekstroz Agar besiyeri asitlestirmeden kullanilabilir. 1 kutu 500 g
besiyeri ile 1040 petri hazirlanabilir.
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1.7.4. %50 Glikoz Suyu

Ozmofilik/ozmotolerant maya saymi i¢in meyve suyu konsantrelerinde
kullanilanabilecek besiyerinin hazir ticari preparatt bulunmamaktadir. Laboratuvarda
hazirlayabilmek i¢in; 1 litreye isaretlenmis erlen i¢ine 500 g glikoz (Merck 1.08342),
binde 5 olacak sekilde 5 g maya ekstrakt1 (Yeast Extract ; Merck 1.03753) ardindan
isaretlenmis olan yere kadar distile su ilavesi ile hazirlanir. Isitilip ve karistirilmak
sureti ile eritilir. Her tipe 10’ar ml dagitilarak 121 °C'de 15 dakika sterilazsyonu
saglanir. Hazirlanan besiyerleri artik berrak ve kahverengi renktedir. Buzdolabinda 2
ay siireyle saklanabilmektedir. Artik ozmofilik/ozmotolerant mayalar disinda
herhangi bir refakat¢i flora yliksek glikoz konsantrasyonu sebebi ile gelisemez.
Standart EMS yontemi ile ekim yapilmadan dnce %20’lik glikoz kullanilarak yapilan
seyreltmeden sonra ozmotik soktan sakinmak igin tiiplerin iizerine 2 cm olacak
sekilde (4 ml yaklasik) kat1 parafin (steril) (Merck 1.07158) ile kapatilir ve 30 °C' de
10 giin siireyle inkiibatorde tutulur. 10 giin sonunda eger gaz olusumu varsa ve
parafin yukart itilmigse bu durum pozitif olarak degerlendirilir. Gaz olusumuna baglh
olarak parafin tabakasinin yukar itilmesi pozitif olarak degerlendirilir. Ekim iglemi
tamamlanmis tiiplerde kati parafin dahil etmek zor bir uygulama olacagindan,.
Kullanilmak istenilen pipetin daha 6nce bunzen bekinde 1sitilmak suretiyle ile kati

parafinin pipet icinde donmasina engel olunulabilir.
1.7.5. Oksitetrasiklin Glikoz Maya Agar (Merck 1.10877)

Gida maddeleri basta olmak iizere hemen her tiirlii materyal i¢in kiif ve maya

belirlenmesi ve sayiminda kullanilan bir besi yeridir.

Dehidre hale getirilen besiyerleri 30 g/l konsantrasyondaki distile suda 1sitilmak
sureti ile eritilerek otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilizasyonu yapilir. Otoklavlama
isleminden sonra 50 °C'ye sogutulmus besiyerine 2 sise/l Oksitetrasiklin Glikoz
Maya’nin selektif olarak hazirlanmis katki maddesi (Merck 1.09877) veya 1 ml/l
gentamisin soliisyonu (Merck 1.11977) eklenerek, karistirmak sureti ile petri
kaplarina dokiilerek hazirlanir. Oksitetrasiklin  bilesiminde olan Oksitetrasiklin
Glikoz Maya katki maddeleri, 6zellikle tereyaglarinda yapilan rutin analizler igin
onerilmektedir. Oksitetrasiklin yerine Enterobakteriya familyasi liyelerinin daha iyi
baskilanmasi i¢in digki analizlerinde gentamisin kullanilmalidir. 1333 petri kutusu,

500 gr dehidre besiyerinden ve 12.5 ml/petri olacak sekilde hazirlanir. 500 gr dehidre
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besiyeri igeren bir kutu i¢in 33 sise Oksitetrasiklin Glikoz Maya katki maddesine
ihtiya¢c duyulmaktadir. 15 sise/kutu olarak bu katki maddesini piyasada bulmak
miimkiindiir. 500 ml dehidre bir besiyeri i¢in 17 ml gentamisin ¢dzeltisine ihtiyag

duyulmaktadir. Gentamisin ¢ozeltisinin her sisesinde 10 ml bulunmaktadir.
1.7.6. Wort Agar (Merck 1.05448)

Mayalar i¢in 06zel olarak hazirlanmis bir besiyeridir. Dehidre hale getirilen
besiyerleri 55 g/l konsantrasyondaki distile suda i1sitilmak sureti ile eritilir ve
otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilizasyon yapilir. Bakteri iiremesini dnlemek i¢in
pH 3.,5'a disiiriilecekse 50°C'ye sogutulmus ve filtrelerle steril hale getirilmis
%10'Tuk laktik asit cozeltisinden 12 ml/l eklenir, karistirllmak sureti ile petri
kutularina aktarilir. 1 kutu 500 g'lik dehidre hale getirilmis besiyeri ile 727 petri
kutusu hazirlanabilir. Laktik asit (Merck 1.00366) % 90 konsantre oldugundan ve
500 ml icerdiginden 41 kutu dehidre besiyeri igin 1 sise laktik asit 500 g yeterlidir.

1.7.7. Rose Bengal Kloramfenikol Agar (Merck 1.00467)

Kiif ve maya sayimi i¢in hazirlanmis bu besiyeri 6zel olarak proteinli gidalar igin
kullanilmaktadir. Dehidre besiyeri 32,2 g/litre distile su igerisinde kaynatilarak
eritilmek sureti ile ve otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilazyon yapilir. Hazirlanan
besiyeri artik pembe-kirmizi renktedir. Isik gormeyecek sekilde ve buzdolabinda
olmak kaydiyla 1 hafta saklanabilir. Ortamin pH'1 ndtr olmasina ragmen, bakteri
gelisimi kloramfenikol tarafindan baskilanir. Rose Bengal, kiifiin yayilan bir koloni
olusturmasini  Onleyerek sayimi kolaylastirir. 1 kutu dehidre hale getirilmis

besiyerinde 12.5 mL’lik petrilerden 1242 adet hazirlanir.
1.7.8. Dikloran Rose Bengal Kloramfenikol Agar (Merck 1.00466)

Yiyecekleri bozan maya ve kiifleri saymakta kullanilir. Dehidre hale getirilen
besiyerleri 31,6 g/litre distile suda kaynatilarak eritilmek sureti ile otoklavda 121
°C'de 15 dakika sterilizasyon yapilir. Hazirlanan besiyerleri artik berrak ve pembe
renklidir. Isik gormeyecek sekilde ve buzdolabinda olmak kaydiyla 1 hafta
saklanabilir. Dikloran kolonilerin yayilimini durdurarak sayimi kolaylastirir. 1 kutu

500 gr. dehidre besiyeri ile 12,5 ml’lik petri hesabiyla 1265 petri kab1 hazirlanir.
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1.7.9. Dikloran Gliserol Agar (DG18) (Merck 1.00465)

Su aktivitesi diislik kuru ve yar1 kuru gida maddelerinde kserofilik ve kserotolerant
kiiflerin tespiti ve saymmi i¢in kullanilan bir besiyeridir. Dehidre hale getirilen
besiyeri 31,6 g/I’lik konsantrasyona sahip distile suda kaynatilmak sureti ile eritilir,
175 ml/I’lik gliserol (Merck 1.04092) eklenir ve otoklavda 121°C'de 15 dakika
sterilizasyon yapilir. Hazirlanan besiyerleri artik kehribar renginde ve hafif opaktir.
Isik gormeyecek sekilde ve buzdolabinda olmak kaydiyla 7 giin siireyle saklanabilir.
Ortama %18 gliserol ilave edilirse eger su aktivitesini 0,99'dan 0,95'e diisiiriilmiis
olur. Su aktivitesinin diisiik olmast ve kloramfenikol bakteri {iremesini
engellemektedir. Dikloran kolonilerin yayilimini durdurarak sayimi kolaylastirir. 1
kutu 500 gr. dehidre edilmis besiyeri ile 12,5 ml’lik petri hesabiyla 1265 petri

hazirlanabilmektedir.

Kaynak: http://www.mikrobiyoloji.org/genelpdf/942121011.pdf
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Numune Alinmasi

Sakarya Ticaret Borsast liyeleri ciftciler tarafindan ihracatta gerekli kontrollerin
yapilabilmesi i¢in paketler halinde natiirel ¢ig findik orneklerinden segilerek
toplamda 102 ayr1 numune kiif, maya ve aflatoksin yoniinden test edilmistir.
Laboratuvar ¢aligmalart Aflatoksin G2, G1, B2, Bl ve toplam aflatoksin ve maya,
kiif kolonilerinin sayimi agisindan 20.07.2020 tarihinde baslayip 11.09.2020
tarihinde Sakarya Bolgesinden Sakarya Ticaret Borsa’sina bagli ATB Ozel Gida
Kontrol Laboratuvari’na gelen numunelerden rastgele olarak o6rneklem grubu

olusturulmustur.
2.2. Numune Hazirlanmasi

2.2.1. Kiif ve Maya Sayim1 — Koloni Sayim Teknigi — ISO 21527-2

Uygun olan numunenin ilk olarak fiziksel 6zellikleri not edildi. Numuneler analize
hazirlanirken fiziksel 6zellikleri goz oniinde bulunduruldu ve ISO 21257-2:2008
Microbiology of food and animal feeding stuffs Horizontal Method For The
enumeration of enumeration of yeast and moulds- Part 2: Colony-count technique in
product with water activitiy greater than 0,95 ’e gore belirtilen hususlara uygun

olarak numune analize hazirland.

Analiz numunesi aseptik sartlarda 9X ml Peptone Water/MRD igerisine tartildi.
Uygun sekilde numunenin cinsine bagli olarak homojenize edildi (Stomacher cihazi,

blendir vs. yardima ile).
Kullanilan ekipmanlar:

e Inkiibator (25+1 °C)

e Su Banyosu (45-50°C)

e Numune Hazirlayici (Stomacher)
e Tiip Karistiric1 (Vortex)

e Koloni Sayaci

e Manyetik Isitict
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e (Givenlik Kabini

e Genel Laboratuvar Malzemeleri
Kullanilan Besiyeri:

ISO 21527-2’ye gore oOnerilen sekilde ekim igin Dichloran %18  (mass
concentration) glyserol agar (DG 18) besiyeri kullanildi. Toz olarak temin edilen
besiyeri igerigi ambalaj1 {izerinde belirtilen oranlarda karistirilarak hazirlandi.
Hazirlandiktan sonra otoklavda 121 °C sicaklik ve 1 atm basingta 15 dakika steril
edildi. Sterilizasyon sonucunda besiyeri 45-50°C” de su banyosunda sogutularak

steril petrilere dokiildii.
Ekim:

e Hazirlanan 10" lik numuneden 0,1 ml alinarak icerisinde DG 18 besiyeri
bulunan petrilere aktarildi.

e Ayrica gerekli goriilen seviyelerde seri diliisyonlar hazirlanarak DG 18
besiyerine ekim igleminin gergeklestirilmesi saglandi.

e Petrilere aktarilan numuneler drigalski spatiilii (yayma ¢ubugu) yardimiyla
yaydirildi. Petri plakalar ters ¢evrilmeden 25+1 °C sicakliktaki inkiibatorde 7
giin inkiibe edildi

Sayim:

e Inkiibasyon isleminden sonra petri plakalarinda gdzlemlenen pembe renkli
yuvarlak kiiciik koloniler maya kolonileri olarak degerlendirilirken ipliksi
goriiniimlii merkezi olan koloniler kiif olarak degerlendirildi.

e Siipheli koloni iceren tiim petrilerde sayim yapildi. Sayim yapilirken 150
koloniden az koloni igeren petriler tercih edildi.

e Sayimlar kob/g veya kob/ml olarak rapor edildi.
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Hesaplama:

e DRBC/DG 18 besiyerlerindeki silipheli koloniler sayildi ve asagidaki formiil
yardimiyla toplam koloni sayis1 hesaplandi (ISO 7218)

N=2C/ Vx[(n)+ (0,1xny)] x d

Burada; N: Toplam koloni sayis1 (kob/gr veya kob/ml)
C: Tiim petrilerdeki koloni sayilari toplami.

V: Hacim (ml)

n; : 1. dilusyondaki petri sayisi.

n, : 2. dilusyondaki petri sayisi.

d : ik dilusyonun seyreltme faktorii

Eger sayim yapilan petride (yani ilk diliisyonda, sivi numunede ya da baslangic
diliisyonunda) 10 koloniden az koloni varsa toplam koloni sayisi asagida gosterildigi

gibi hesaplanir.
N=XC/Vxd

Eger ekim yapilan her petride 300 koloniden fazla koloni iiremis ise toplam koloni
sayis1 asagida gosterildigi gibi hesaplanir. > 300/Vxd seklinde hesaplanarak bulunan

deger “>” ibaresi ile raporlandi.
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NUMUNE HAZIRLAMA

(1SO 21257-2:2008)

l

X g veya ml numune 9X ml

homojenizasyon ¢ozeltisine

|

HOMOJENIZASYON

¥

DILUSYON

¥

EKiM

2 Adet paralel DRBC/DG18
petrisine 0,1 ml yayma yontemi

v

INKUBASYON

25 +1 9C ‘de 5 glin/DG18 igin 5-7
glin Petriler ters ¢cevrilmeden
yapilmalidir.

v

SAYIM

Sekil 2.1. Biitiin Gidalarda Kiif Maya Sayimi Akis Semasi

ISO 21527-1:2008  Microbiology of food and animal feding stuffs-Horizontal
method for the enumeration of yeasts and moulds-Part 1: Colony count technique in

products with water activity greater than 0,95

ISO 21257-2:2008  Microbiology of food and animal feeding stuffs-Horizontal
Method For The enumeration of enumeration of yeast and moulds- Part 2: Colony-

count technique in product with water activitiy greater than 0,95
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2.2.1.1. Mikroskobik inceleme

Laktofenol pamuk mavisi boyama yontemi: (laktik asit, kristal fenol, gliserol, distile
su, pamuk mavisi): Laktofenol 6zellikle kiiflerin hif ve sporlarini incelemek igin
tercih edildiginden, c¢alismamda boyama preparatlarinda laktofenol mavisi
kullandim. Numuneleri incelemeye hazirlamak i¢in temiz bir lam iizerine bir damla
laktofenol pamuk mavisi soliisyonu yerlestirildi. Selofan bandin yapiskan tarafi Petri
kabinda olugsan mantar kolonisi ile temas ettirildikten sonra lam {izerindeki laktofenol
pamuk mavisi tlizerine sikilarak yapigkan kismin lam yilizeyine yapismasi saglandi.

Daha sonra mikroskop altinda incelendi.
2.2.1.2. Tiir Tayini

Mikroskobik inceleme Olympus CX21 marka 151k mikroskobu ile yapildi. 4X, 10X,
40X ve 100X liik objektiflerde goriintiiller alinarak cep telefonu objektifi ile
fotograflandi. Alinan kayitlar ““ Atlas of Fungal Infections, Ed: C. Kauffmann, 2 nd
edt, Springer” kitab1 icinde yer alan tanimlanmis Aspergillus Orneklerine ait

mikroskobi resimleri lizerinden karsilastirilarak, tiir tespiti yapildi.
2.2.2. HPLC Yontemi ile Aflatoksin Tayini

Numune kabulii, hazirlanmasi ve saklanmasi (Rhone Diagnostic Aflaprep IFU- Ref
No: A29-P07.V1-Aplikasyon Metodundan modifiye edilmistir.) ve (AOAC
2005.08)’ne gore kabul edilen analiz numunesinin uygunlugu Bolim Sorumlusu
tarafindan kontrol edildi ve ilgili prodesiirde tanimlandig1 gibi 6gilitme islemine tabi

tutularak homojen bir sekilde 6giitiilmesi saglandi.
On Hazirlik Islemleri:

* Numune kabulii, hazirlanmasi ve saklanmasi1 (Rhone Diagnostic Aflaprep IFU- Ref
No: A29-P07.V1-Aplikasyon Metodundan modifiye edilmistir.) ve (AOAC
2005.08)’ne gore hazirlanmis homojen numuneden 50+0,5 gr tartildi. Tek parti

gelen resmi analizler ve 6zel istek analizleri iki paralel olarak caligildi.
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Ekstraksiyon:

e Tartilan numuneye 150 ml analitik metanol, 100 ml distile su, 5 g NaCl ilave

edilerek 3 dakika blendirda (300 devir/dk) karistirildi.
Dilusyon (Siiziintii alma):

o Ekstrakt iki kat filtre kagidindan siiziiliir.

e Ekstarakt filtratindan 5 ml pipetle alinir.

e 10 ml saf su ile seyreltilir.

e Adsorbsiyon

e Aflaprep immunoaffinity kolonlar buzdolabindan ¢ikarilarak oda sicakligina
gelmesi saglanir.

e Immunoaffinity kolonlarin agz1 acilip igerisindeki sivinin 4-5 damla akmasi
saglanir.

e Plastik Siringalar kolona takildiktan sonra 15 ml' lik numune filtrat1 akis hiz1
3ml/dak. (saniyede 1 damla ) olacak sekilde kolondan gecirilir.

e Akis hizi maksimum Sml/dak. olacak sekilde 20 ml distile su gecirilerek
kolon yikanir. 3-5 kez hava gegirilir

e Elusyon (Clean Up)

e Viale almak i¢in 6nce immunoaffinity kolona 1 ml HPLC grade metanol
eklenir ve kendiliginden vial i¢cine akmasi beklenir.

e Metanol gecisi tamamlandiktan sonra 1 ml HPLC su kolondan gegirilerek
miktar 2 ml’ye tamamlanir.

e Viale aliman eliisyonun bulanik olmasi durumunda siringa ucu filtre
yardimiyla siizme islemi gerceklestirilir.

e HPLC’ye enjeksiyon yapilir.

~ 1999

Toksin miktar1 limitleri “Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi”’ne gore findik,
misir ve yerfistiginda Aflatoksin B1 icin 5 pg/kg, Toplam Aflatoksin i¢in ise 10
ug/kg’dir (Kaynak:Anon., 2008).

40



HPLC' ye enjeksiyon:

e Otomatik enjeksiyonda enjeksiyon hacmi kadar solvent kendiliginden
otomatik enjektor tarafindan alinmaktadir. Enjeksiyon hacmi elimizdeki
standart loop i¢in maksimum 100pl dir.

e Hazirlanan numune solventi cihaza enjekte edilmeden oOnce 3 farkh
konsantrasyonda hazirlanmig standart solventleri cihaza verilir ve cihazin
kalibrasyon dogrulamasi yapilir.(bu islem giinliik olarak tekrarlanir.)

e Giinlik dogrulama isleminin ardindan hazirlanan numune solventinin
enjeksiyonu gergeklestirilir.

¢ 10 numunede bir standart solventi verilerek kalibrasyon egrisi kontrol edilir.
Hesaplamalar:

Yaglh Kuru Meyveler, Yagli Tohumlar Ve Bunlardan Yapilan Uriinler, Misir ve
kurutulmus meyveler i¢in sonuglarin hesaplanmasinda kullanilacak dilusyon

katsayis1 asagidaki formiile gére hesaplanir.

Carpim Faktori = solvent(ml) * elusyon(ml)

Wt (g)* filtrat (ml)
Wt=numune agirligi (50g)
Filtrat hacmi= kolondan gecen filtratin hacmi(5ml)
Solvent hacmi= ekstraksiyonda kullanilan solvent hacmi(250 ml)

Elusyon hacmi = elusyondan sonraki son hacim (2 ml)
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2.3. istatiksel inceleme

Istatistiksel analiz SPSS siiriim 25.0 yazihmi (IBM Corp., Armonk, NY, ABD)
kullanilarak yapildi. Tanimlayict veriler su sekilde ifade edildi: ortalama=+standart
sapma (SD), medyan (min-maks) veya say1 ve siklik. Degiskenlerin normallik
dagilimmi degerlendirmek icin Shapiro-Wilk testi kullanildi. Normal dagilim
gosteren degiskenlerin ortalamalarinin karsilastirilmasi icin bagimsiz 6rneklem t-testi
kullanildi. Tiirler arasinda koloni sayist ortalamasi agisindan farklilik olup olmadigi
One-Way- ANOVA testi ile degerlendirildi. Kategorik degiskenler ki-kare testi ile
degerlendirildi. Her iki analizde p <0,05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Kiif ve Maya Sayimi — Koloni Saymn Teknigi — ISO 21527-2

Inceleme Sonuclar

Besiyeri ekim sonuglarina bakildiginda ise 102 6rnegin 74’iinde (%72,54) lireme
tespit edilmistir. Ureme saptanan 72 petri kabmin mikroskobik inceleme sonuglarina
bakildiginda 40 tanesinde (%54,05) Penicillium spp., 11 tanesinde (%14,86)
Aspergillus fumigatus, 9 tanesinde (%13,51) Aspergillus flavus, Aspergillus niger, 7
tanesinde (%9,45) Aspergillus spp. ve 5 tanesinde (%8,01) maya {iremesi oldugu
saptanmistir. (Cizelge 3.1)

Sekil 3.1. Penicillium spp. boyamada laktofenol mavisi kullanilmis ve gorintiiler 100X lens ile

cekilmis, gorlintiilemede cep telefonu kullanilmistir, makroskobik goriintii.

Sekil 3.2. Aspergillus fumigatus, boyamada laktofenol mavisi kullanilmig ve goriintiiler 100X lens ile

cekilmis, gorlintiilemede cep telefonu kullanilmistir, makroskobik goriintii
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Sekil 3.3. Aspergillus niger, boyamada laktofenol mavisi kullanilmig ve goriintiller 100X lens ile
¢ekilmis, goriintiilemede cep telefonu kullanilmistir, makroskobik goriintii

Sekil 3.4. Aspergillus flavus, boyamada laktofenol mavisi kullanilmig ve goriintiiler 100X lens ile

cekilmis, goriintiilemede cep telefonu kullanilmistir, makroskobik goriintii

Maya kolonisi iiremesi saptanan ancak kesin tiir tayini yapilamayan 5 (%38,01)

ornekte ayr1 bir grup olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 3.1. Besiyeri teknigine gore saptanan tiirlerin iireme ger¢eklesen besiyeri toplam sayist

tizerinden say1 ve yiizde dagilim oranlari

SAPTANAN TUR

SAYI (%)

Penicillium spp.

40 (%54,05)

Aspergillus fumigatus 11 (%14,86)
Aspergillus flavus, Aspergillus niger 9 (%13,51)
Aspergillus spp. 7 (%9,45)
Maya 5 (%8,01)
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3.2. HPLC Yonteminin Sonuclar

102 o6rnekte Tirk Gida Kodeksi kritik deger esiginin (Anonim, 2011) iizerinde bir
bulgu saptanamadi. Bu iireme saptanmayan orneklerin 72’sinde ise Kiif ve Maya
Sayimi — Koloni Sayimi Teknigi — ISO 21527-2 teknigi ile yukarida belirtilen tiirde
maya ve kiif 6rnekleri saptanmistir. Orneklem grubunda yer alan toplam 102 adet
numunenin analiz sonuglarina gére HPLC analiz yontemi ile numunelerin hi¢birinde

toksin miktari limitlerin lizerinde bulunmamustir.

3.3. istatiksel Degerlendirme Sonuclar

’

Istatiksel degerlendirme sonuglara gore tiir dagilimi1 agisindan “Penicillium spp.’
tiremesi istatiksel olarak diger gruplara oranla anlamh diizeyde yiiksekti. (p<0.05)

(Cizelge 3.2.)

Cizelge 3.2. Istatiksel degerlendrime 6zet

Sayi Yiizde(%) p
Tar Adi
,00 tir tayini yok 15 14,7
1,00 Penicillium spp. 40 39,2 <0.005
2,00 A. fumigatus 11 10,8
3,00 A. flavus, A. niger 9 8,8
4,00 Aspergillus spp. 7 6,9
5,00 maya 5 4.9
6,00 Ureme olmayanlar 15 14,7
Total 102 100,0

Tirler arasinda koloni sayisi ortalama degerleri Cizelge 3.3.’te paylasilmistir. One-
way —ANOVA analizine gore koloni degerleri ortalamas1 Aspergillus flavus-niger

tiiriinde istatiksel olarak anlaml1 diizeyde yiiksekti (p<.0.05). (Cizelge 3.3.)
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Cizelge 3.3. Tiirlerin koloni sayilarina gore ortalama degerleri

Tiir Ad1 N(Sayi1) Koloni degeri (Mean) Std. Deviation Minimum Maximum

,00 tdr tayini yok 15 411,33 226,932 100 900
1,00 Penicillium spp. 40 1631,25 2323,257 200 11000
2,00 A. fumigatus 11 1441,82 1642,935 500 6100
3,00 A. flavus, A. niger 9 3294,44 4196,907 500 11000
4,00 Aspergillus spp. 7 1407,14 1416,106 700 4600
5,00 maya 5 864,00 312,218 600 1400
6,00 Ureme olmayanlar 15 ,00 ,000 0 0
Total 102 1285,29 2157,571 0 11000
Cizelge 3.4. Istatiksel analiz degerleri
Toplam koloni sayisi

Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 78615281,627 6 13102546,938 3,179 ,007
Within Groups 391551059,549 95 4121590,101

Total 470166341,176 101

Koloni sayilarina ve dagilimlarina ait karsilastirma verileri ise Cizelge 3.5. te

gosterilmistir.  Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik  Kriterler

Tebligi’nde

kuruyemislerde koloni sayilarina ait standart degerler minimum 10’ - maksimum 10*
olarak belirlenmistir. Cizelge 3.5.te belirtildigi gibi sadece 3 adet petride yapilan
sayimlarda koloni sayisi 10* olarak tespit edilmis olup, istatistiki agidan Snemli

bulunamada.
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Cizelge 3.5. Ki kare testi ile tiirlere gore koloni sayilarmin dagilimi

Total
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4. TARTISMA ve SONUC

Mantarlar tarafindan iiretilen mikotoksinler, insan tiikketimi i¢in belirlenmis tahillarin
%25'ini kirletir; Bunlardan aflatoksinler en zehirli tiirler arasindadir (Wild ve Turner,
2002). Misir, findik, piring, yer fistig1, aga¢ yemisleri, incir, zencefil, kii¢iik hindistan
cevizi ve siitli kontamine ettigi bilinen Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ve
Aspergillus nomius karaciger i¢in kanserojen olan aflatoksinler iretirler (Ellis ve
digerleri, 1991). Aflatoksinler, baz1 Aspergillus tiirleri tarafindan sentezlenen diigiik
molekiiler agirlikli ikincil metabolitlerdir. Dort ana aflatoksin, aflatoksin B1 (en
kanserojen), aflatoksin B2, aflatoksin G1 ve aflatoksin G2'dir ve tavsanlarda 0,3
mg/kg BW(Body weight) ile 18 mg/kg BW arasinda degisen yari maksimum
oldiiriici doz (LDsg) degerlerine sahiptir. (Moss, 1998; IARC, Insanlara
Karsinojenik Risklerin Degerlendirilmesi Calisma Grubu, 2002; FDA (Gida ve ilag
Idaresi, 2012).

Gida ve yemlerde aflatoksin olusumu bir¢ok iilkede siklikla rapor edilmektedir.
Yapilan arastirmalar; basta kabuklu yemisler, tahillar, meyveler, sebzeler, otlar ve
baharatlar olmak {izere ham tarim irilinlerinin izin verilen maksimum sinir1 asan
yiiksek seviyelerde aflatoksin B1 ile kirlendigini gdstermistir (Chen ve digerleri,
2013; Guchi, 2015; Waliyar ve digerleri, 2015). Ayrica peynir, yogurt ve krema gibi
siit ve siit iriinlerinde aflatoksin M1 kontaminasyonu meydana gelmis ve siit

pastorizasyonundan sonra bile devam etmektedir (Yitbarek ve Tamir, 2013).

Ozellikle findik tiim kabuklu kuruyemis iiriinleri arasinda tiiketim siklig1 acisindan

onemli bir yer almaktadir. Findik, koroner kalp hastalig1 ve diyabetin 6nlenmesi gibi
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saglik yararlart olan bir gida olarak kabul edilmesine ragmen (Hu Fb vd, 2002;
Jenkins DJA vd, 2008), siklikla AF'lerle kontamine olmaktadir. Birgok Avrupa
tilkesi, 26 Subat 2010 tarihli ve 165 sayili Avrupa Birligi Komisyon Tiiziigii (AB) ile
yemislerdeki aflatoksin kisitlamasini olusturmustur (Commission Regulation (EU),
2010). Bu diizenleme, AFB1 ve toplam AF'ler (B1, B2, GI ve G2) i¢in maksimum
seviyeleri belirler. Ayrica yonetmelik, insan tiiketiminden once veya gida
maddelerinde bir bilesen olarak kullanilmadan 6nce ayiklamaya veya diger fiziksel
islemlere (0rnegin agartma) tabi tutulan yemisler ile dogrudan insan tiiketimine
yonelik veya gida maddelerinde bilesen olarak kullanilmasi amaclanan sert kabuklu
yemigler arasinda ayrim yapmaktadir. Diinya’daki findik tretimin %80’inin ve
diinyaya ihracatin %70 oraninda iilkemizden saglandig1 diisiiniildiigiinde, halk
saglig, hayvan saghig ve yem iiretimi agisindan iilkemizde ki findigin sagliklhi
olmast Onem kazanmaktadir. Diinya ¢apinda hem birim fiyat agisindan insan
tiiketiminde liiks simifa girmesi, gida sanayisinde kullanildiktan sonra arta kalan
kisminin hayvan beslemede saglikli bir sekilde degerlendirilmesi, ekonomik agidan
ciddi katma deger saglayacaktir. Ornegin 2022 yilinda Ordu ilinde findik zurufundan
hayvan yemi {iretilmesi ile ilgili gelismeler bildirilmistir (Findik kapsiiliinden hayvan
yemi elde ediliyor KARADENiZ EKONOMI Karadenizin Ik ve Tek Ekonomi
Gazetesi (karadenizekonomi.com.tr). Bunun yani sira findik kiispesinin son yillarda
broiler besleme ve balik yemi iiretiminde, i¢inde barindirdigi %50’lik protein orani
ile hayvan canli agirlik artisinda Onemli rol oynamast yapilan ¢aligmalarda
gosterilmistir. Ancak findigin agik hava, toprak ve tarladan sofraya kadar yolculugu
stiresinde maruz kaldig1 ¢apraz kontaminasyonlar findigin kalitesinin bozulmasina ve
saglik i¢in bir tehdit olusmasina yol acacaktir. Hayvan beslemede saglayacagi 6nemi
tartisirken uygun olmayan sartlara maruz kalan yem ve yem maddelerinden kaynakl
olusabilecek maya ve kiif iiremesi 6zellikle hayvanlardan yem yolu ile alinmis olan

aflatoksinlerin insanlara geg¢isini kolaylastiran bir yol haline gelebilir.

Aflatoksinin ciddi saglik sorunlarina yol acabilecegi ge¢cmiste yapilan ¢alismalardan
bilinmektedir. Ornegin, 1960 ilkbahar ve yazindan, ingiltere'nin kuzey ve giineyinde
gizemli bir hastaligin 100.000'den fazla hindiyi dldiirdiigiine dair raporlar var. Ordek
ve siiliinleri de etkileyen bu hastaliga “hindi X hastali§i” adi verildi. Diyet
modifikasyonu morbiditeyi mortalite oranina diisiirdiigii i¢in bu hastalifin diyete

bagli oldugu kabul edildi ve etkilenen tiim hayvanlarin diyetlerinin Aspergillus flavus
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ve dolayisiyla "aflatoksin" adi verilen toksik maddeyi iceren Brezilya fistig1 ile

kontamine oldugu belirlendi (G6zde Girgin, Nursen Basaran, Goniil Sahin. 2001).

Kiifler tarafindan iiretilen insan ve hayvanlarda toksik etkilere sebep olabilen
mikotoksinler 6zellikle yem sanayisinde karsilasildiginda iki farkli sebeple karsimiza
cikabilir. Mesela siit veren hayvanlarin aflatoksin igeren yem maddeleri ile
beslenmesi sonucu olugsan metabolitlerin hayvanin siitiine gegmesi suretiyle insanlara
aktarimi (aflatoksin B1, aflatoksin M1) ya da direk olarak tiiketilecek olan siitiin
kontaminasyonu sonucu insanlarinda bu metabolitlere maruz kalmasi (Niliifer ve
Boyacioglu, 2003). Aflatoksinlerin biitiin Diinya’da sebep oldugu ekonomik kayiplar
ve saglik kayiplart konunun oOnemini daha da arttirmaktadir (Unliitirk ve

Turanta ,1999).

Aflatoksin tiim kiimes hayvanlarini etkiler ve yiliksek seviyelerde genellikle 6liimciil
olurken, diisiik seviyelerde uzun siireli yutulmasi zararli etkilere sahiptir. Yavru
kiimes hayvanlari, 6zellikle ordekler ve hindiler aflatoksinlere karst ¢ok hassastir
(Ferrer, 2005). Bunu azalan sirayla kaz, siiliin, tavuk ve be¢ tavugu izlemektedir.
Ordeklerin ve hindilerin yiiksek duyarliligi, bunlarin sitokrom P450 sistemleri
tarafindan oldukca aktif metabolitlere doniistiiriilmesiyle ilgilidir (Kaya ve digerleri,

2002).

Bu acidan ltalya’da Diella ve arkadaslar tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada
Diinya genelinde farkli iilkelerden ithal edilmis ve market tiiketimine sunulmus
tiriinler aflatoksin kontaminasyonu agisindan incelenmistir. Caligmanin sonuglarina
bakildiginda en ¢ok kontamine olmus findiklarin Asya’dan gelen 6rneklerde oldugu
gorilmistiir. Buna gore kontamine olmus findiklarin oldugu iilke dagilimlar1 su
sekilde oldugu belirtilmistir; Iran (%26,3), Afganistan (%21,1), Ozbekistan (%21,1),
Tacikistan (%10,5), Tiirkiye'den (%10,5), Cin (%5,3) ve Giircistan (%5,3). Kuzey ve
Asya Ornekleri analiz edildiginde, c¢esitli alt bolgelerde AF (aflatoksin)
kontaminasyonu farkliydi (p<0.001). Ayrica Bati ve Orta Asya arasinda
kontaminasyon orani agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir
(Diella ve arkadaslari, 2018). Yapilan bu ¢alismada Tiirkiye’nin de dahil oldugu bu
tilkelerden gelen findik iiriinlerinde kontaminasyon riskinin yiiksekligini gostermesi

acisindan énemlidir.
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Bu caligmada amag; Sakarya bolgesinde iiretilen ¢ig findikta aflatoksin varliginin
aragtirtlmasidir. Findik iiretim ve ihracatinda biiyiikk bir pazar payma sahip olan
Sakarya bolgesindeki findik kalitesinin belirlenmesinin insan sagligi ve ekonomik
acidan biiylik bir 6nem kazanacagi diisiiniildii. Bu amacla Sakarya Ticaret Borsasi
laboratuvarinda, isimsiz ve farkli yerlerden temin edilmis 102 6rnek bu amagcla
degerlendirildi. Calismamizda elde edilen veriler neticesinde Sakarya yoresinde ¢ig
findikta maya-kiif varligi agisindan en sik tespit edilen tiiriin Penicillium oldugu
belirlendi. Yine, en yiiksek koloni lireme ortalamasinin Penicillium cinsinde oldugu

tespit edildi.

Bu calisma ile; Tiirkiye genelinde findik ve benzeri kabuklu yemisler iizerinde
aflatoksin kontaminasyon yiikiinii belirlenmesi adina, Kiif ve Maya Sayimi — Koloni
Sayimi Teknigi — ISO 21527-2 sonuglarinin degerlendirilmesi ve HPLC yontemi ile
aliman sonuclar ile mukayese edilmesi adina ilk calismadir. Tiirkiye’de bu agidan
benzer ¢alismalar daha cok siit ve siit {iriinlerinde ki kontaminasyonun arastirilmasi
tizerinedir. Benzer sekilde, Tekirdag ve Aydin bdlgesinde kuru incir iriinleri
tizerinde (Yikilmaz, F. 2007), Afyon bolgesinde ceviz iizerinde (Taner, E. 2006),
Istanbul bdlgesinde antep fistig1 (Sedefoglu, C. 2013) iizerinde aflatoksin tiir ve tayin
analiz caligmalar1 yapilmistir. Findik {izerinde daha cok depolama sartlarinin
Aflatoksinler itizerinde etkisi ya da kurutma yontemlerinin aflatoksinler tizerinde
etkisi ile ilgili calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalara 6zellikle kuru incir tizerindeki
aflatoksin insidansinin oldukca yiiksek oldugu goriilmektedir. Yine benzer olarak
ceviz ve antepfistigi ile ilgili calisma sonuglarinda da sadece belirlenen bir yontemle
aflatoksin varliginin tespit edilmesi yoluna gidilmistir. Bu caligmalarin genelinde
Aflatoksin varliginin saptanmasi agisindan HPLC, TLC gibi daha modern

sayilabilecek teknikler kullanilmistir.

Aflatoksin B1 igeren gidalari veya yemi dekontamine etmek igin bir¢ok
fizikokimyasal teknoloji gelistirilmistir, ancak bunlarin ¢ogu giivenlik ve duyusal
kalitedeki digsiisler ve tatmin edici olmayan uygulanabilirlik agisindan pratiklik
icermez. Ayrica bu islemler gida o6zelliklerinde istenmeyen degisikliklere neden
olur. Gida ve yemdeki toksin iiretimini en aza indirmek ve mikotoksinleri ortamdan
uzaklastirmak icin fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler tavsiye edilmistir.
(Faucet-Marquis ve ark., 2014). Fiziksel islemler olarak adsorbanlar yaygin olarak

kullanilmaktadir ancak etkinlikleri adsorbanin kimyasal yapisina baglidir (Kabak vd.,
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2006; Di Natale vd., 2009). Bu nedenle gidalarda aflatoksin B1 kontaminasyonunu
Oonlemek icin tarimsal uygulamalar ve saklama kosullarinin iyilestirilmesi

gerekmektedir (Wu ve ark., 2009).

Findik {izerinde aflatoksin gelisim kosullar1 agisindan yapilan c¢aligmalarda {iriiniin
depolanma kosullarindaki havanin bagil nem oraninin %85 ve danelerdeki nem
oranimnin %18 istiinde olmasi halinde, iirliniin diisiik sicaklik derecelerinde
depolanmamasi halinde findikta en fazla tiremenin Penicillium cinsinde oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle tarim {riinlerinin tarladan sofraya gelinceye kadar
karsilasacagi kontaminasyon alanlarinin minimize edilmesi hem halk hemde hayvan
saglig1 acisindan 6nem arz etmektedir. Findik i¢in aflatoksin gelisiminin minimize
edilmesi i¢in hasat zamani ve hasat Oncesinde bahgelerin diizenli bakimlarinin

yapilmasi, endiistriyel kurutma ve isleme kosullarinin saglanmasi gerekmektedir.

Genel olarak analiz yontemlerinin karsilastirildigi ¢alismalar literatiir bazinda
oldukca smirlidir. Yapilan bu ¢alismada HPLC yontemi alinan sonuglarin belirlenen
limitlerin altinda kalip negatif olarak degerlendirilirken, klasik besiyeri tekniginde
orneklerin %74’linde lireme tespit edilmistir. Saklama kosullarinin uygun olmasi
tirtinlerin tazeligini muhafaza etmesi ile HPLC cihazi ile yapilan analizlerde gida
kodeksine gore Aflatoksin limitlerini asan degerlere rastlanilmadig gorilmiistiir.
Bilindigi tizere HPLC metodu Aflatoksinlerin belirlenmesinde diinyada en yaygin
kullanilan ve bu anlamda altin standart olarak bilinen bir yontemdir. Depolama
sartlar1 uygun oldugunda ve kontaminasyon sonucu lriinlerin barindirdig: kiifler ve
mayalar varliklarim1 ortaya cikaramamaktadir. Ancak bu onlarin var olmadigi
anlamina gelmez Biz yaptigimiz bu c¢alismada klasik besiyeri ekim metodunu
kullanarak aslinda capraz bir sorgulama yapmak istedik. Ve bu sorgulamada gordiik
ki Sakarya’da en onemli ve katma degeri en yiiksek tarim iiriinlerinden biri olan
findik iiretiminde kontaminasyon seviyemiz hala oldukc¢a yiiksek, 6zellikle findik
hasatinin yapildigi donemlerde yapilan gozlemler sunu gostermektedir ki tarladan
sofraya gelinceye kadar findik hala endiistiyel yontemlerden ¢ok uzak bir sekilde
toplanmaktadir. Bunun sonrasinda ki kurutma kirilma ve agartma islemleride tam
anlamiyla endiistiyellesememistir. Bu da bizlere maruz kaldigi kontaminasyonun

nedenli yliksek oldugunu gostermistir.
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Findik islenmesi esnasinda yapilan islemler: findigin tarladan elle toplanmasi,
nakliyesi, findik kapsiiliinii soyulmasi, kurutulmasi, tasinmasi, kirilmasi, agartilmasi,
kavrulmas1 ve depolanmasi gibi bircok asamalardan ge¢mektedir. Bu asamalar
esnasinda findik kontaminasyona ugramakta ve birgok maya ve kiif ile kontamine
olmaktadir. Bunun yanisira kontamine olan findigim uygun kosullarda
depolanmamasi mevcut maya, kiiflerin iireyerek toksin iiretmesine ve toksin
oranlarinin artmasina sebep olabilmektedir. Findigin depolanmasi ve islenmesine
kadar gegen siiregte Onemli olan belirlenmis kritik kontrol noktalarinin gézden
kagirilmadan uygulanmasinin  saglandigindan emin olunmasidir. Bu nedenle
islenmesi ve depolanmas1 asamalarinda kontaminasyona sebep olabilecek noktalarda
kontrol ve tedbirler ne kadar sik yapilirsa maya kiif oranlarinin diistiriilmesi, toksin

varliginin azaltilmasi i¢in o kadar faydali olacaktir.

Calismada tiir tayini i¢in, makroskobik bakida iireyen kolonilerin oldugu petrinin 6n
ve arka yiiziindeki morfolojisi degerlendirildi. Mikroskobik incelemede, iireyen
kolonilerden hazirlanan preparatlar laktofenol pamuk mavisi ile boyandi.
Mikroskopik bakida hifa, makrokonidium ve mikrokonidium yapilart incelendi ve
identifiye edildi. Identifikasyonda, makroskobik ve mikroskobik bakiy1 takiben
klasik biyokimyasal yontemlerle beraber molekiiler yontemlerin de kullanilmasinin
Onerilebilecegi sonucuna varildi. Aflatoksin tayininde biitiin diinyada kullanilan altin
standart olarak bilinen HPLC yontemi ile yapilan analiz sonuglari degerlendirildi.
Toksin miktar1 limitleri “Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi”’ne gore findik,
misir ve yerfistiginda Aflatoksin B1 i¢in 5 pug/kg, Toplam Aflatoksin igin ise 10
ug/kg’ olmasina karsilik, alinan sonuglar limitlerin altinda oldugu i¢in negatif olarak
degerlendirildi. Kiif ve Maya Sayimi — Koloni Sayimi Teknigi — ISO 21527-2
kullanirak yapilan klasik besiyeri tekniginde uygun kosullar saglandiginda

kontaminasyona maruz kalan Triinlerin tasidiklar1 yiikler oraninda Aflatoksin

tiremesine maruz kaldig goriildii.

Bu tez ¢aligmasi hem hayvan sagligi hemde insan saglig1 agisindan tiikketime sunulan
onemli bir iirlin olan findigin kalitesi ve tazeligini koruyabilmesi adina isleme ve

depolama kosullarinin ne kadar 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir.
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