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OZET

Arastirma iki agamal1 olarak gerceklestirilmistir. Birinci asamada farkli nitelikteki kuru
incir drneklerinin aflatoksin, patulin ve ergosterol igerikleri belirlenerek bu maddeler
arasindaki iligki ortaya konmaya calisilmistir. Arastirmanin ikinci agamasinda ise
aflatoksin ile dogal kontamine kuru incir ekstraktlarina farkli miktarlarda asit veya baz
ilave edilerek farkli sicakliklarda farkl: siireler 1s1l islem uygulamasiyla aflatoksin By,

B2, G1 ve G; seviyelerindeki degisimler incelenmistir.

Birinci asamada Ege Bolgesi’ndeki kurulu 4 farkli isletmeden alinan ve niteliklerinden
dolay1 3 farkli kategoriye ayrilan (floresans veren, hurdalik ve sofralik) kuru incir
orneklerinin aflatoksin, patulin ve ergosterol icerikleri tespit edilmistir. I¢ piyasaya
sunulmasi ve ihra¢ edilmesi diisiiniilen sofralik kuru incir 6rneklerinin toplam aflatoksin
iceriklerinin 0-0.2 ppb, patulin iceriklerinin 4.8-25.2 ppb, ergosterol iceriklerinin ise
1.8-5.1 ppm araliginda degistigi tespit edilmistir. Isletmeye gelene kadarki siirecte
ugradig fiziksel zararlar sonucu c¢iiriik, catlak, hasarli vb. oldugu gerekcesiyle ayrilan
ve goriinlisiinden dolay1 dogrudan insan tiiketimine uygun olmadig: diisiiniilen hurdalik
kuru incir orneklerinde toplam aflatoksin seviyesinin 0-8.3 ppb, patulin seviyesinin
39.3-151.6 ppb ve ergosterol seviyesinin 4.5-18.0 ppm oldugu tespit edilmistir. UV 151k
veren lamba altinda floresans vermesi tizerine aflatoksinli oldugu gerekgesiyle ayrilan
kuru incir 6rneklerinde ise toplam aflatoksin, patulin ve ergosterol seviyelerinin ise
sirastyla 117.9-471.9 ppb, 24.7-43.4 ppb ve 4.5-10.2 ppm araliginda degistigi
saptanmistir. Sofralik kuru incirlerin, aflatoksin ve patulin miktarlar1 bakimindan, yasal
duzenlemeler ile belirlenmis veya daha onceki ¢aligmalarda Onerilmis limit degerleri
g0z Oniine alindiginda, herhangi bir tehlike icermedigi sonucuna varilmistir. Floresans
veren kuru incir ornekleri yiiksek aflatoksin igerikleri, hurdalik kuru incir 6rnekleri ise
yuksek patulin ve ergosterol icerikleri ile dikkat cekmektedir. Floresans veren
incirlerde, toplam aflatoksin icerigi ile patulin icerigi (r?>=0.813, p<0.002) ve ergosterol
icerigi (r?=0.920, p<0.002) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski mevcuttur.

Floresans veren incirlerin patulin ve ergosterol igerikleri arasinda; hurdalik incir



orneklerinde ise toplam aflatoksin, patulin ve ergosterol maddelerinin herhangi ikisinin

seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanamamustir.

Aragtirmanin ikinci agsamasinda asit veya baz ilavesiyle pH’lar1 3.1, 3.5, 6, 8 ve 10’a
ayarlanmig aflatoksinle dogal kontamine kuru incir ekstraktlarina 50, 75 ve 98 °C’lerde
1 ve 2 saatlik 1s1l islemler uygulanmistir. Uygulama sonunda ekstraktta kalan aflatoksin
B1, B2, G1 ve G, diizeyleri saptanarak farkli aflatoksin tiirlerinde meydana gelen
parcalanma diizeyleri tespit edilmistir. pH’lar1 3.1, 3.5 ve 6’ya ayarlanmis incir
ekstraktlarinda 1s1l islem uygulamalari sonrasinda kalan aflatoksin miktarlarinin
degigsmesine ragmen bu degisimin genelde sistematik olmadigi saptanmistir. pH’nin
6’dan 10’a dogru artmasi ile aflatoksinlerin par¢alanma diizeyi artmigtir. Uygulanan 1s1l
islem sicakliginin artmasiyla aflatoksinlerin pargalanma diizeylerinin artis gosterdigi
saptanmistir. Isil iglem siiresinin artmasi ise aflatoksinlerin parcalanma oraninda diizenli
bir degisiklige yol agmamustir. Ulkemizde ve Avrupa Birligi’'nde gegerli olan aflatoksin
B1 ve toplam aflatoksin i¢in limit degerlerin altina sadece pH’s1 10’a ayarlanmis
orneklerin 1s1l islem ile muamele edilmesi sonucu inilebilmistir. Baz1 uygulamalar ile
elde edilen % 100 parcalanma ile aflatoksin Gi1 ve G2 duzeyleri tespit edilebilir limitin

altina indirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kuru incir, aflatoksin, patulin, ergosterol, parcalanma seviyesi

Hakan KARACA



ABSTRACT

The research was carried out in two steps. At first step; aflatoxins, patulin and
ergosterol contents of dried fig samples with different characteristics, were determined
and the relationships between these substances were investigated. At second step,
different amounts of acid or base were added to dried fig extracts (naturally
contaminated with aflatoxins) and the extracts were heated at different temperatures and
for different periods. At the end of these treatments, the residual aflatoxin By, Bz, G1

and G» contents of the extracts were determined.

At the first step, dried fig samples were obtained from four fig processing plants located
in Ege Region in Turkey and classified into three categories (“fluorescent” means
showing fluorescence under UV light, “cull” means suitable for industrial consumption
and “palatable” means suitable for human consumption) according to their different
characteristics. Aflatoxins, patulin and ergosterol contents of each category were
determined. Total aflatoxins, patulin and ergosterol contents of palatable fig samples
ranged from 0 to 0.2 ppb, from 4.8 to 25.2 ppb and from 1.8 to 5.1 ppm, respectively.
Total aflatoxins, patulin and ergosterol were detected in cull fig samples ranging from 0
to 8.3 ppb, from 39.3 to 151.6 ppb and from 4.5 to 18.0 ppm, respectively. Figs showing
fluorescence were found to be contaminated with total aflatoxins, patulin and ergosterol
at ranges of 117.9-471.9 ppb, 24.7-43.4 ppb and 4.5-10.2 ppm, respectively. It was
concluded that aflatoxin and patulin contents of palatable figs did not constitute a risk
when suggested limits or national and international regulatory limits were taken into
consideration. Figs showing fluorescence under UV light were contaminated with high
aflatoxin levels and cull figs had high patulin and ergosterol contents. Total aflatoxins
content was significantly correlated with patulin content (r?=0.813, p<0.002) and with
ergosterol content (r>=0.920, p<0.002). There was no significant correlation between
patulin and ergosterol contents of the figs showing fluorescence. And there were no

significant correlations between any two of three substances in cull figs.



At the second step, pH of naturally aflatoxin-contaminated dried fig extracts were
adjusted to 3.1, 3.5, 6, 8 and 10 by adding acid or base. Extracts were heated at 50, 75
or 98 °C for 1 or 2 hours and then residual aflatoxin B1, B2, G1 and G2 were determined.
The amounts of aflatoxin residues were changed, but not systematically, in extracts with
pH 3.1, 3.5 and 6 after heat treatments. But when pH increased from 6 to 10, the
degradation of aflatoxins was increased. Aflatoxin degradation also increased by the
increase of the temperature of heat treatment. Increasing the time of the heat treatment
did not result in a systematic difference in aflatoxin degradation. Heat treated extracts
with pH 10, were the only samples had lower levels of aflatoxin B; and total aflatoxins
than the limit levels of Turkey and European Union. Some treatments resulted in 100 %

degradation of aflatoxin G1 and Gz, so that they could not be detected.

Keywords: Dried figs, aflatoxin, patulin, ergosterol, degradation level

Hakan KARACA
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

1. GIRIS

Akdeniz kiyilarinin tipik bir meyvesi olan incir (Ficus carica L.) subtropikal iklim
kusagindaki iilkelerde yetismektedir. Bu iklim kusagi icinde yer alan Ege Bolgesi’nin
Biiyiik Menderes ve Kii¢iik Menderes Havzalari, incir yetistiriciligi agisindan en ideal
ekolojik kosullara sahip yorelerdir. Iste bu nedenle incir, Ege Bolgesi ve ulkemiz

ekonomisi i¢in en dnemli tarimsal gelir kaynaklarindan biridir (Demir ve dig., 1990).

Ulkemiz diinyada % 23.5’lik payla hem taze incir hem de % 54’liik payla kuru incir
iiretiminde birinci siradadir. Diinya kuru incir ticaretine bakildiginda da en 6nemli
iretici olmanin verdigi avantajla Tiirkiye, diinya ticaretinde % 57.2’lik payla yine
birinci sirada yer almaktadir (Anag, 2003). Cizelge 1.1°de tilkemizde taze ve kuru incir

tiretim miktarlar1 ve kuru incir thracat miktarlar: yillara gére verilmistir.

Cizelge 1.1: Tiirkiye’de taze ve kuru incir {iretimi ile kuru incir ihracati miktarlar

(Anag, 2003)

YILLAR Taze incir Uretimi Kuru incir Gretimi Kuru incir ihracati

(ton) (ton) (ton)
1995 279000 48605 45821
1996 300000 49975 43409
1997 290000 50155 41989
1998 243000 45225 40362
1999 255000 50981 42713
2000 275000 52684 46176
2001 240000 49001 46917
2002 235000 48028 42201
2003 255000 52462 43143




Gergeklestirilen envanter ¢aligmalari ile Ege Bolgesi’nde yaklasik 30000 ailenin incir
tiretimi ile ugrastigi, incir tireten bu kesimin genel bolge niifusunun % 11.04’{ini teskil
ettigi ortaya konmustur (Demir ve dig., 1990; Anag, 2003). Bunlara incirin hasadi,
islenmesi ve pazarlanmasi sirasinda calisan is¢i kapasitesi de eklendiginde incirin

oldukca genis bir sosyoekonomik etkinlige sahip oldugu anlasilmaktadir.

Ulkemizde iiretilen kuru incir yiiksek kalitesi ile {ilkemizi diinya iilkeleri arasinda

birinci siraya ylikseltmistir.

Kuru incir kalori degeri yiiksek, vitamin ve minerallerce zengin olan bir Grindar.
Kuru incirde bulunan bakir, demirin viicut tarafindan alinmasimi kolaylagtirmaktadir.
Kuru incir 6nemli bir protein kaynagi olmasinin yani sira yaginin doymamis 6zellikte
olmasi, kolesterol icermemesi, mineral maddelerce zengin olmasi, az sodyum igermesi
ve fazla miktarda ham lif igermesi nedeniyle ¢erez ve cerez iirlinlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Icerdigi kalsiyum miktar siitten fazla oldugu icin kemik gelisim
bozukluklarinda tavsiye edilmektedir (Biiyiiksirin, 1993). incir meyvesinin taze ve kuru

haldeki bilesimi Cizelge 1.2°de verilmistir.

Incir, sofralik veya kurutmalik olarak tiiketildigi gibi tatl1, regel ve biskiivi sanayinde
de kullanilmaktadir. Ayrica hurda incir olarak tabir edilen ve dogrudan tiiketim imkani
bulamayan diistik kaliteli incirler etil alkol ve pekmez iiretiminde degerlendirilmektedir.
Etil alkol yapimi sirasinda ortaya ¢ikan incir c¢ekirdekleri de boya, kozmetik ve ilag

sanayinde, kiispesi ise besi yemi yapiminda kullanilmaktadir (Anag, 2003).

Son yillarda diger incir {ireticisi iilkelerin dis pazarlara temiz ve kaliteli kuru incir
sunmak ve bdylece diinya kuru incir ticaretindeki paylarmi arttirmak amaciyla yogun
cabalar icinde olduklart gozlenmektedir. Bu durum gerek iiretim gerekse ihracat
yoniinden 6nde geldigimiz bu konuda verimi arttiric1 ve kaliteyi ylikseltici dnlemlerin
bir an 6nce almmasi gerektigini ortaya koymaktadir. Bunlarin saglanmasi ise incirin;
yetisme, olgunlagsma, kuruma ve depolama siireclerinde karsilagtigi sorunlarin

¢ozlilmesiyle miimkiindiir (Demir ve dig., 1990).



Cizelge 1.2: Taze ve kuru incirin ortalama bilesimi (100 gram yenebilir kisim esas

alinmistir) (Anon., 2004a)

Bilesen (birim) Taze Incir Kuru Incir
Su (9) 79.11 30.05
Enerji (kcal) 74 249
Protein (g) 0.75 3.3
Toplam lipit (g) 0.3 0.93
Kl (g) 0.66 1.86
Karbonhidrat (g) 19.18 63.87
Lif (g) 2.9 9.8
Toplam seker (g) 16.26 47.92
Ca (kalsiyum) (mg) 35 162
Fe (demir) (mg) 0.37 2.03
Mg (magnezyum) (mg) 17 68
P (fosfor) (mg) 14 67
K (potasyum) (mg) 232 680
Na (sodyum) (mg) 1 10
Vitamin C (toplam askorbik | 2 1.2
asit) (mg)
Tiamin (mg) 0.06 0.085
Riboflavin (mg) 0.05 0.082
Niasin (mg) 0.4 0.619
Kolesterol (mg) 0 0

Incirin bahgeden tiiketiciye kadar gecen siirede karsilasti§i sorunlarin basinda
ozellikle tliketimde tehlike ve ihracatta darbogaz olusturan aflatoksin sorunu
gelmektedir. Aflatoksinler, gida maddeleri iizerinde gelisebilen belirli baz1 kiifler
tarafindan sentezlenen, insan ve hayvan sagligimi ciddi bir sekilde tehdit eden ve

“mikotoksin” olarak adlandirilan bilesiklerin en tehlikeli grubudur (Korik, 2001).

Incirde aflatoksin sorunu ilk kez 1973 yilinda, Ekim 1972’de Avrupa Ulkelerine

ithra¢ edilen kuru incirlerde Danimarka’da yapilan analizler sonucu 938 ppb (kilogramda



mikrogram) aflatoksin Bi saptanmasiyla yasanmistir. Yine 1972-1973 yillarinda
Amerika Birlesik Devletleri’ne gonderilen 38 parti kuru incirin {igiinde aflatoksin
belirlenmis ve aflatoksin saptanan partiler Tiirkiye’ye geri gonderilmistir. Bu yillardan
1985 yilina kadar incir ihracatinda aflatoksin olusumuyla ilgili 6nemli bir sorun
yasanmamustir. 1986 ve 1987 yillarinda ise Isvigre ve Almanya’ya gonderilen
incirlerimizde, bu iilkelerin ilgili kuruluslar tarafindan yapilan analizlerle toleranslar
tizerinde aflatoksin saptanmasiyla konu giincellesmistir. Bu tarihten giiniimiize kadarki
siirecte de zaman zaman gergeklestirilen aflatoksin tarama c¢aligmalar1 sonucunda incir
tilketimini ve ihracatin1 darbogaza sokan c¢esitli olumsuzluklar yasanmistir (Demir ve

dig., 1990).

Basta gelismis tilkeler olmak tizere birgok iilke mikotoksinler ve 6zellikle aflatoksin
konusunda olduk¢a hassas davranmakta ve ithal ettikleri tiriinleri bu agidan kontrol
etmektedirler. Ulkemiz gibi tarimsal iiriin ihracatinin 6nemli oldugu iilkeler ihrag
tiriinlerinin mikotoksinler acisindan  kontroliinii yapmak, mikotoksinlerle bulasik
iriinlerin pazarlanmasindan kaginmak ve mikotoksin olusumunu engelleyecek
onlemleri almak durumundadir. Bu konu ihracat agisindan oldugu kadar i¢ pazar ve halk

sagligi agisindan da onemlidir.

Bu calismada kuru incirlerin aflatoksin igeriginin yani sira, bir bagska mikotoksin olan
patulin ve bir kiif bileseni olan ergosterol icerigi belirlenmis, patulin ve ergosterol ile
aflatoksin arasindaki iliski arastirilmistir. Ayrica kuru incirlerde mevcut aflatoksinlerin
azaltilmasina doniik bir ¢alisma da bu tez kapsaminda gercgeklestirilmis boylece kuru

incirlerimizdeki aflatoksin sorununun ¢oziimiine katkida bulunulmasina caligilmistir.

1.1. Gida Maddelerinde Kiif ve Mikotoksin Sorunu

Gida maddeleri iizerinde iiretim baslangicindan tiiketildikleri zamana kadar,
kosullara bagli olarak ¢esitli kiifler gelisip istenmeyen bozulma ve degisikliklere neden
olabilmektedir. Baz1 kiif tiirleri, belli baz1 kosullarda {iriiniin tat ve bilesimini bozdugu

gibi toksin oOzelligi gosteren cesitli sekonder metabolitler de olusturabilmektedir.



“Mikotoksin” olarak adlandirilan bu toksik metabolitler insanlar ve hayvanlar tarafindan
tiketildiginde hastalik veya 6limlere neden olabilmektedir (Biiyiiksirin, 1993; Derici,
1997).

Mikotoksinlerin etkileri ¢ok cesitlidir. Oliimle sonuglanan toksisiteleri yaninda
kanserojen, mutajen, DNA-RNA ve protein sentezini engelleyici, anormal gelisimlere
ve deri lezyonlarina yol agic1 ve bagisiklik sistemini bastirici etkilerinden de s6z etmek

mimkundar (Derici, 1997).

Bilinen en siddetli toksik maddeler arasinda yer alan mikotoksinlerin insan ve
hayvanlarda neden oldugu hastaliklara “mikotoksikosis™ adi1 verilir. Tarihte ilk bilinen
mikotoksikosis vakasi c¢avdar zehirlenmesi olarak kendini gosteren “Ergotizm”
hastaligidir. Hastalik etmeni Claviceps purpurea kufunin metabolik trunleri olan ergot
alkoloidleridir. 1941-1947 yillar1 arasinda 6zellikle Rusya’nin farkli bolgelerinde etkili
olan gida kaynakli toksik 16kopeni (Alimentary Toxic Aleukia) genis insan
topluluklarini etkileyen bir diger nemli mikotoksikosis vakasidir (Biiyiiksirin, 1993).

1960’11 yillarm baslarinda ingiltere’de bir tavuk g¢iftliginde ortaya ¢ikan etmeni
belirsiz bir hastalik, mikotoksinler iizerinde yapilan ¢alismalarin yogunlagmasina ve
hizlanmasina neden olmustur. Cok sayida hindinin 6liimiine neden olan bu hastalik
etmeninin saptanmast amaciyla yapilan c¢aligmalar sonucu, hastaligin belirdigi tavuk
ciftliginde kullanilan yemlere katilan yer fistigi unlarinin toksik ozellik tasidigi
saptanmistir. Sargeant et al. (1961), toksik Ozellik tasiyan yer fistigi unlarimin kif
hifleriyle kontamine oldugunu saptamislardir. Yer fistigi Orneklerinden saf kiiltiir
halinde izole ettikleri kiif izolatlarindan birinin sentetik besiyerinde hindi X hastalig
adindaki hastaligin semptomlarini gosteren toksini lirettigini saptamislardir. Bu toksini
ureten kufun Aspergillus flavus oldugu tanimlanmis ve bu kiifiin ismine ithafen toksine

“Aflatoksin ad1 verilmistir (Biiyliksirin, 1993).

Mikotoksin iireten kiiflerin cogunlugu Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsine
ait turlerdir. Cizelge 1.3’te varliklariyla problem olusturan belli basli mikotoksinler,

bunlar tireten kiifler ve bulunabilecekleri tarim iirtinleri ve gida maddeleri verilmistir.



Cizelge 1.3: Belli bagli mikotoksinler, bunlari1 iireten kiifler ve bulunabilecekleri

tarim iirlinleri ve gida maddeleri (Biiyiiksirin, 1993; Efendiler, 2000)

MIKOTOKSIN BAZI URETICi KUF BULUNABILECEGI
TURLERI TARIM URUNLERI VE
GIDA MADDELERI
Aflatoksinler Aspergillus flavus Tahil  taneleri  (bugday,
A. parasiticus musir, arpa), yer fistigi,

antepfistigi, findik, kirmizi
biber, sut ve sut drdnleri,

incir ve diger baz1 meyveler

Okratoksin A A. ochraceus Tahil  taneleri  (bugday,
A. versicolor misir, arpa), yer fistigi,
Penicillium viridicatum kahve cekirdegi, findik

Patulin . expansum Meyve ve meyve (Urlnleri

. griseofulvum (6zellikle elma ve elma
. chrysogenum suyu), tahil taneleri

. terreus

Sterigmatosistin . nidulans Tahil taneleri, kahve

. versicolor taneleri, baz1 sebzeler

P
P
P
A
A
A
A. amstelodami
P
P
P
P
[s)
P

Rubratoksin . rubrum Tahil taneleri, hayvansal
. purpuogenum gidalar

Sitrinin . Citrinum Tahil  taneleri,  peynir,
. viridicatum baklagiller, yer fistig

Penisillik asit . cyclopium Misir, bazi meyveler ve
. martensii peynirler

Zearalenon Fusarium graminearum Tahil taneleri

F. tricinctum
DON (deoksinivalenol) | F. graminearum Tahil taneleri
Fumonisinler F. moniliforme Misir

Ergot alkoloidleri Claviceps purpurea Tahil taneleri




Dogada bulunabilme sikliklar1 ve toksik ozellikleri géz onilinde bulunduruldugunda
gidalarda en c¢ok Onem arz eden mikotoksinler arasinda patulin, okratoksin A ve

aflatoksinler sayilabilir.

1.1.1. Onemli Mikotoksinler

1.1.1.1. Patulin

Patulin, baz1 Penicillium, Aspergillus ve Byssochlamys tiirleri tarafindan olusturulan
bir mikotoksindir. Penicillium claviforme, P. expansum, P.urticae, P. patulum,
P.melinii, Aspergillus clavatus, A. giganteus, A. terreus, Byssochlamys fulva ve B. nivea

tarafindan patulin olusturulabilmektedir.

P. patulum ve P. expansum kiiltiir filtratlarindan izole edilen maddenin antibiyotik
ozellikte oldugu saptanmistir. Bu kiif tiirleri tarafindan olusturulan bu maddeye
“patulin” ad1 verilmistir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarla patulinin bakterisit ve fungisit
etkisinin yaninda hayvanlara kars1 toksik bir madde oldugu saptanmistir (Artik ve dig.,
2001).

Patulin doymamis bir lakton olup kapali formiili C7HeOs ve molekiil agirligt

154.12°dir. Patulinin kimyasal yapist Sekil 1.1°de verilmistir.

O
O
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Sekil 1.1: Patulinin kimyasal yapisi

Patulin ergime noktas1 110-112 °C olan renksiz kristal bir bilesiktir. Yiiksek vakum
altinda 70-100 °C’de sublimasyon yolu ile saf olarak elde edilebilmektedir. Patulin; su,

alkol, aseton, etil asetat ve kloroformda cok iyi ¢6ziinmekte, dietil eter ve benzende



daha az c¢oziunmekte, petrol eterinde ise hi¢ ¢oziinmemektedir. Patulin asit ortamda
degismeden kalabilmekte ancak alkali ortamda kimyasal degisiklige ugrayarak
aktivitesini kaybetmektedir (Kortk, 2001).

Patulin dogal olarak elma, elma suyu ve islem gormiis veya gormemis cesitli
meyvelerde bulunur. Patulin tiretiminde en etkili sekerin fruktoz, ondan sonra glikoz
oldugu bulunmustur. Bu mikotoksinin daha ¢ok meyve ve iirlinlerinde {iretilmesinin, bu
gidalarda meyve sekeri olarak bilinen fruktozun daha ¢ok bulunusu ile agiklanabildigi
bildirilmistir. Kendiliginden, dogal mikroflorasi ile kiiflenmis ekmek ve kuru pastalarda
da patulin olustugu belirtilmektedir (Erzurum, 1996). Peynir ve et gibi karbonhidratca
fakir ve proteince zengin gidalarda kiif gelisimi yaygin oldugu halde belirgin bir patulin
miktarma rastlanmamistir. Yiiksek proteinli gidalarda patulin bulunmayis1 veya
miktarinin diisiik olusu, bu gidalarda bulunan siilfidril gruplariyla toksinin reaksiyona

girmesine atfedilmektedir (Korik, 2001).

Patulin Greticisi olan P. expansum psikrofil 6zelliktedir. Bu kif 0 °C’de oldukga iyi
gelisir fakat ayn1 zamanda -2 ila -3 °C’de de gelisir. Optimum gelisme sicakligi 25 °C,
maksimum gelisme sicakligi ise 35 °C’dir. Cimlenme i¢in minimum su aktivitesi degeri
0.82 ila 0.83’tlir. Patulin iiretimi i¢in minimum su aktivitesi degeri ise 0.95’tir.
Gidalarda patulin sentezi i¢in optimum pH aralig1 3-6.5’tir. Ortamin pH degeri patulin
stabilitesini 6nemli diizeyde etkilemektedir. Patulinin yar1 émrii pH 8’de 64 saat, pH

6’da ise 1310 saat olarak belirlenmistir (Artik ve dig., 2001).

Patulinin toksik etki spektrumunun genis oldugu ve hayvanlar (zerinde
gerceklestirilen calismalar sonucunda kanserojen, teratojen ve mutajen etkili bir
mikotoksin oldugunun saptandigi bildirilmistir. Bir¢ok iilke gidalarda bulunmasina izin
verilen en yiiksek patulin miktarina sinirlandirmalar getirmistir. Ayrica WHO (Diinya
Saglik Orgiitii) de bu degerin 50 ppb olmasi gerektigini bildirmistir. Otoriteler elma
suyunda patulin miktariin 50 ppb veya altinda tutulabilmesi halinde tiiketiciler
acisindan ortaya ¢ikacak saglik riskinin ihmal edilebilecek seviyelerde olacagim

bildirmislerdir (Artik ve dig., 2001).



1.1.1.2. Okratoksin A

Okratoksinler 1960’11 yillarin ortalarinda Giiney Afrika’da, kiiflerin olusturdugu yeni
toksik metabolitlerin belirlenmesi i¢in yapilan bir arastirmada ortaya c¢ikmustir. ilk

olarak 1965°te Aspergillus ochraceus’tan izole edilmistir (Taydas, 1993).

En bilinen dreticisi A. ochraceus’tur. Bunun yaninda A. melleus, A. sulphureus,
Penicillium viridicatum, P. aurantigriseum, P. frequestans, P. nidulans, P. expansum ve

P. verrucosum tirleri tarafindan da tretilmektedir.

Okratoksinler aminoasit fenilaleninlere bagli izokumarin tiirevleriyle iliskili bir
gruptur. Tanimlanan 9 okratoksinden sadece okratoksin A’nin toksik 6zellik gdsterdigi
bildirilmistir (Erzurum, 1996). Okratoksin A genelde kararli bir bilesik olup saf halde
renksiz ve kristal bir yapiya sahiptir. Polar organik ¢oziiciilerde yiiksek oranda ¢oziiliir.

Okratoksin A’nin kimyasal yapisi Sekil 1.2°de verilmistir (Taydas, 1993).

A * COOH

O OH O

18

'
19 20 H

Sekil 1.2: Okratoksin A'nin kimyasal yapisi

Okratoksin iireten funguslar depolanmis tohumlarda, ¢iiriiyen bitkilerde ve tahillarda
yaygindir. Dogal olarak musir, yulaf, arpa, bugday, cavdar, fasulye, yer fistigi, pamuk

tohumu, turunggiller, tiitiin ve kahvede bulunmaktadir (Erzurum, 1996).

En 6nemli okratoksin ureticisi olan Aspergillus ochraceus 8 °C’den 37 °C’ye kadar
degisen sicakliklarda gelisir. Optimum gelisme sicakligi 24 ila 37 °C arasindadir.
Okratoksinler 12-37 °C arasinda firetilir. Okratoksin iiretimi i¢in gerekli optimum

sicaklik derecesi 31 °C’dir. A. ochraceus en iyi 3-10 arasindaki pH degerlerinde gelisir.



Fungusun gelisme gosterdigi minimum pH degeri 2.2 dir. A. ochraceus’un gelisimi igin
optimum su aktivitesi degeri 0.95-0.99 olmasina ragmen fungus 0.77 gibi diisiik su
aktivitesinde de gelisebilmektedir. Okratoksin tiretimi i¢in optimum su aktivitesi, Uretici
fungusun gelismesi i¢in gerekli olan su aktivitesi ile aynidir. Ancak toksin 0.80 gibi

diisiik su aktivitesinde de tiretilebilmektedir (Kortik, 2001).

Okratoksin  A’nin  nefrotoksik ozelligine ilaveten teratojenik 6zellikleri de
bulunmaktadir (Derici, 1997).

Okratoksin A i¢in iilke ve iirline gore degisen tolerans diizeyleri tespit edilmistir. Bu
diizeyler gidalar igin 1-50 ppb ve hayvan yemleri igin 100-1000 ppb araligindadir
(Erzurum, 1996).

1.1.1.3. Aflatoksinler

Aflatoksinler insan ve hayvan sagligi acisindan son derece dnemli mikotoksinlerdir.
Dogal olarak yer fistig1, misir, bugday, pamuk tohumu, kurutulmus hindistan cevizi i¢i,
findik, baz1 meyve ve sebzelerde bulunmaktadir. Aflatoksinler ¢ogunlukla Aspergillus
flavus ve A. parasiticus’un belirli suglar1 tarafindan iretilen bir sekonder metabolit
grubudur. Aflatoksin liretme kabiliyetine sahip kiifler, “aflatoksijenik™ kiifler olarak

tanimlanir (Erzurum, 1996).

Aflatoksinler bifuran halkasi ve lakton baglantisi tasiyan yiiksek yapili kumarin
bilesikleridir. Bunlardan 4 tanesi (Aflatoksin Bi, B2, Gi, G2) yaygindir ve agirlikli
olarak Aspergillus flavus ve A. parasiticus tarafindan Uretilmektedir. Grubun diger
tyeleri 1ise aflatoksin tiirevleri olarak adlandirilmaktadir (Erzurum, 1996).
Aflatoksinlerin birbirinden ayrilmalarinda floresans renkleri ve relatif kromatografik
mobilitelerinden yararlanilmaktadir (Betina, 1989). Ultraviyole lamba altinda mavi
flouresans veren aflatoksinler "B", yesil flouresans verenler ise "G" olarak
adlandirilmistir. Aflatoksin Mz ise aflatoksin B1'in siit ve sit Grlnlerindeki turevidir
(Derici, 1997). Sekil 1.3’te bazi aflatoksinlerin ve aflatoksin tiirevlerinin kimyasal

yapilar1 goriilmektedir.
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Sekil 1.3: Bazi aflatoksinlerin ve aflatoksin tlirevlerinin kimyasal yapilari

Ortamda ¢ogunlukla en yiiksek konsantrasyonda aflatoksin Bi bulunur. Bunu
sirasiyla Gi1, B2 ve G2 izler. Bilinen aflatoksinlerin en toksik olani aflatoksin B:’dir
(Betina, 1989).

Baslica aflatoksin tireticisi olan A. flavus ve A. parasiticus, 10-12 °C’den 42-43
°C’ye kadar olan sicaklik araliginda gelisir, optimum sicaklik istekleri 32-33 °C’dir.
Aflatoksinler 12-40 °C’lik sicaklik sinirlarinda tiretilir. Aflatoksin iireten her iki tiir de
2.1 ila 11.2°lik pH degerleri arasinda gelisebilirken optimum pH istekleri 3.5-8.0
arasindadir. Aflatoksinler de bu pH degerleri arasinda iiretilmektedir. Aflatoksin tiretimi
i¢in optimum pH 6.0 civarindadir. Aflatoksin lireten funguslarin gelisimi i¢in optimum
su aktivitesi degeri 0.82 olarak bildirilmistir. A. flavus ve A. parasiticus’un aflatoksin
tiretme yetenekleri arasinda farkliliklar vardir. A. parasiticus hem aflatoksin B hem de
aflatoksin G {iretmektedir. Ayrica bu tiirin izolatlar1 A. flavus’tan daha yiiksek
konsantrasyonlarda aflatoksin iiretme yetenegindedir. A. flavus ise yiiksek oranda
aflatoksin Gretmeyen izolatlar igerir ve sadece B grubu aflatoksinleri Uretir (Koruk,
2001).



Geligsme ortamindaki ¢esitli karbonhidrat ve azot kaynaklari, fosfatlar, lipoperoksitler
ve iz metalleri gibi bir ¢ok besinsel faktoriin aflatoksin iiretimini etkiledigi
bilinmektedir. Bu faktérlerin bir gogunun primer metabolizmaya etki etmesinden dolay1

gercekte etkileri dolayli olarak ortaya ¢ikmaktadir (Erzurum, 1999).

Aflatoksinler orta polaritedeki coziculerde, 0Ozellikle dimetilstlfoksitte kolayca
cozinebilmektedirler. Suda ¢ozinirlikleri 10-20 mg/L arasinda degismektedir (Koriik,
2001).

Aflatoksinlerin kanserojenik, mutajenik ve teratojenik etkilere sahip oldugu tespit
edilmistir. Aflatoksinler organizmanin temel fonksiyonlarini etkiler, gelismeyi durdurur.
Karaciger ve bobrek basta olmak tizere cesitli organlarda kanser olusumuna neden olur.
Aflatoksinlerin yapisini olusturan kumarin, DNA ve RNA mekanizmasini bozarak
gelismeye engel olur. Akut yani yiiksek diizeyde toksinin bir kerede alimina bagl
olarak beliren ani aflatoksin zehirlenme vakalari ¢ok yaygm degildir. Akut
zehirlenmelerin  bircok hayvan tiirinde klinik belirtileri: istahsizlik, kilo kaybi,
kontrolstizliik, sinirsel anormallik, ¢irpinma ve o6liimdiir (Taydas, 1993). Kronik yani
toksinin kontamine gidalarla uzun bir periyotta zaman zaman alinip viicutta birikimiyle
ortaya ¢ikan aflatoksin hastaliklar1 6zellikle tropik iilkelerde sik goriilmektedir. Bu
hastaliklar arasinda karaciger kanseri ilk siray1 almaktadir. Hepatitis ve akciger kanseri
de diger kronik aflatoksin hastaliklaridir. Kronik aflatoksin hastaliklar1 karaciger basta
olmak Uzere i¢ organlarda yagli dejenerasyonla birlikte ortaya ¢ikmaktadir (Erzurum,
1996).

Aflatoksin igeren gidalarin ve yemlerin saglik agisindan biiytik tehlikeler arz etmesi,
bu mikotoksinin c¢esitli gidalarda ve yemlerde siirekli kontrol edilmesini gerekli
kilmistir. {1k olarak WHO (Diinya Saglik Orgiitii) ve FAO (Gida ve Tarim Teskilatr)
gibi organizasyonlar gidalarda tolere edilebilecek toplam aflatoksin miktarini 30 ppb
olarak belirlemisler ve bu miktardan fazla aflatoksin igeren gidalarin ithal edilmemesi

kararini almiglardir. Zaman igerisinde bu sinir degerler diisiirilmiistiir (Anon., 2004b).



Bugiin iilkemizde yiirlirliikte olan “Gida Maddelerinde Belirli Bulasanlarin
Maksimum seviyelerinin Belirlenmesi Hakkinda Teblig” ile bir ¢ok gidada aflatoksin
B ve toplam aflatoksin diizeyleri sirasiyla en ¢ok 5 ppb ve 10 ppb ile sinirlandirilmustir.
Avrupa toplulugu yonetmeligi ise insan tiiketimine hazir gidalarda aflatoksin Bz icin en
cok 2 ppb, toplam aflatoksin icin ise en ¢cok 4 ppb seviyesine izin vermektedir (Anon,
2002a; Anon, 2002b )

1.1.1.3.1. Aflatoksin Kontaminasyonunun Onlenmesi ve Giderilmesi

Diger mikotoksinler gibi aflatoksinlerin de gidalarda ve yemlerde olusturdugu zararl
etkilerden sakinmak amaciyla bazi temel girisimler mevcuttur. Bunlar,

- Kiif bulagsmasini ve akabinde ger¢eklesen toksin olusumunu 6nlemek

- Toksin igeren gida veya yemin dekontaminasyonu

- Sindirim sisteminde mikotoksinlerin emiliminin énlenmesi

seklinde siralanabilir (Samaraeva et al., 1990).

Gidalarda aflatoksin probleminin ¢oziimiinde kiif bulasmasmin ve gelismesinin
Oonlenmesi en akilct yoldur. Bununla birlikte gidalarda mevcut aflatoksinlerin
giderilmesine dair bir ¢ok yontem de denenmistir. Bu yontemler fiziksel, kimyasal ve
biyolojik olarak siniflandirilabilir. Aflatoksin iceren gida ve yemlerde aflatoksinlerin
inaktivasyonu i¢in uygulanacak strateji ister fiziksel, ister kimyasal isterse biyolojik
olsun bu yontemin bazi temel kriterleri saglamasi gerekmektedir. Bunlar,

- Toksinlerin  toksik olmayan bilesiklere doniistiiriilerek  par¢alanmasi
(inaktivasyonu)

- Inaktivasyonla kiif sporlarinin ve misellerinin de pargalanmasi ve bdylece yeni
toksinlerin olusumunun engellenmesi

- (Gida veya yem materyalinin besleyicilik 6zelligini ve lezzetini kaybetmemesi

- Hammaddenin fiziksel 6zelliklerini biiylik capta degistirmemesi

- Ekonomik olarak uygun olmasi (Dekontaminasyon maliyetinin kontamine

edilecek iirlin maliyetinden diisiik olmas1) (Samaraeva et al., 1990).



Aflatoksinlerin fiziksel yollarla inaktive edilmesi dendiginde akla ilk gelen yontem
1s1l islem uygulamasidir. Ancak aflatoksinlerin dekompozisyon sicakligi 237-306 °C
gibi yiiksek degerlerdir. Betina (1989), kat1 haldeki aflatoksin B1’in, 1s1l dekompozisyon
sicaklig1 olan 267 °C’nin altindaki kuru sicaklik uygulamalarina kars1 olduk¢a dayanikli
oldugunu bildirmistir. Yaklagik 150 °C’deki kaynatma ve kizartma gibi uygulamalar
aflatoksin B1 ve Gi’i pargalamakta yetersiz kalmigtir. Kati formdaki toksinin
parcalanmasi i¢in 150 °C’nin iizerinde sicaklik uygulamalar1 gereklidir. Par¢alanma
derecesi; toksinin ve gidanin tiirii, gidadaki kontaminasyon seviyesi, 1s1l islem siddeti ve
stiresi, gidanin nem igerigi, pH’s1 ve icerdigi iyonik kuvvetler gibi faktorlere baglidir.
Yiiksek nem igerikli gidalarda aflatoksinlerin 1s1l islemle daha kolay bir sekilde inaktive
edilebilmesi, nem igeriginin aflatoksin dekontaminasyonunda kritik bir faktér oldugunu
gostermektedir. Coomes et al. (1966)’ya gore ortamdaki su molekiilli, terminal
karboksilik asit olusturmak {iizere aflatoksin Bi1’in yapisindaki lakton halkasina girerek
halkanin ag¢ilmasini saglamaktadir. Olusan terminal asit ise daha sonra 1s1 ile

indiiklenmis dekarboksilasyona ugrar (Rustom, 1997).

Aflatoksinlerin dekompozisyon sicakliginin yiiksekligi ve bu derece yiiksek sicaklik
uygulamalarina maruz kalacak bir ¢ok gida maddesinin fiziksel ve kimyasal yapisinin
degisecegi ve besleyicilik oOzelliginin azalacagi gercegi, kontamine gidalardaki

aflatoksinlerin kimyasal yontemlerle inaktivasyonu arayiglarina hiz kazandirmistir.

Aflatoksinlerin kimyasal yontemlerle degradasyonu amaciyla farkli 6zelliklere sahip
bir ¢cok kimyasal denenmis olmasina ragmen diinyada bugiin bu amacla kullanilan tek
yontem “amonyaklama” dir. Ancak bu islem sonunda olusan iirlinlerin insanlardaki
muhtemel toksik etkileri bilinmemektedir. Ayrica amonyaklama isleminin uygulandig:
gidalarda besin degeri ve tat kaybinin yani sira renk agilmasi ve kotii koku olusumu gibi
olumsuzluklar da s6z konusudur. Bu nedenle s6z konusu teknigin yalnizca hayvan yemi

olarak tiiketilecek musir, keten tohumu ve yer fistig1 gibi iirlinlerde kullanimina izin

verilmektedir (Park et al., 1988).

Aflatoksinler asitlerin sulu gozeltileri ile de degrade olabilmektedir. Asit ile muamele

sonucu aflatoksin B1’den, onun hidroksi anologu aflatoksin B2, ve aflatoksin Gi’den de



onun analog turevi aflatoksin Goa olusmaktadir. Bu reaksiyonlar asitle katalizlenir ve
furan halkasindaki ¢ift baga su molekiilii eklenmesiyle gerceklesir (Doyle et al., 1982).
Doyle ve Marth (1978a) gerceklestirdikleri bir calisma sonucunda farkli pH’lara
hidroklorik asit ile ayarlanmis soliisyonlarla 24 saat muamele edilen aflatoksin B1 ve G
seviyelerinde azalmalar gergeklestigini bildirmislerdir. Bu c¢alismada aflatoksin Bi ve
G1’de pH 4’te sirasiyla % 2.3 ve % 2.6, pH 3’te % 6.4 ve % 5.1 ve pH 2°de % 19.3 ve
% 19.8 degradasyon gozlenmistir. Ancak bir baska ¢aligmada aflatoksin B1’in hidroksi
analogu B2a’ya % 95 oraninda doniismesi i¢in pH 3°te 100 °C’de 6 saatlik bir uygulama
gerektigi, bunun da gidanin kalitesini etkileyecek siddette bir uygulama oldugunu
bildirilmistir (Pons et al., 1972). Ayrica aflatoksin B1 ve Gi’den olusan yeni {irlinler
aflatoksin B2a ve G2a da toksik nitelikli maddelerdir (Tabata et al., 1994; Basappa ve
Shantha, 1996). Bu nedenle aflatoksinlerin degradasyonu amaciyla asitlerin gidalarda
kullanilmasmin uygun olmayacag diisiiniilmiistiir. Ancak hidrolize edilmis fistik
urinundn tretiminde 3N hidroklorik asidin yiiksek sicaklik ve basingta 12 saatlik
muamelesi sonucunda toksik herhangi bir {iriin olusturmadan aflatoksinlerin tamaminin
degrade oldugunun (Dutton ve Williams, 1988), yogurt (Megalla ve Hafez, 1982) ve
silaj (Hafez ve Megalla, 1982) iiretiminde fermentasyon boyunca toksisitenin kismen
azaltildiginin bildirilmesi ve bu sonuglarin muhtemelen artan asitlik sonucu elde
edildiginin disiiniilmesi asit uygulamalarinin gidalarda aflatoksin dekontaminasyonu
icin uygulanabilirligi konusunda yeni umutlarin dogmasimi saglamistir (Basappa ve

Shantha, 1996).

Aflatoksinleri alkali cozeltilerle muamele etmek de aflatoksin seviyelerinde
azalmalara sebep olur. Parker ve Melnick (1966)’ya gore bu durum aflatoksinlerin
lakton halkasinin agilmasiyla suda c¢oziinebilir bilesiklere (aflatoksinlerin [-keto
asitlerine) doniismesinden kaynaklanir. Ancak bu reaksiyon ¢ift yonliidiir. Yani ortam
tekrar asidik hale getirilirse aflatoksin molekiilleri yeniden olusabilir (Tabata et al.,

1994). Bu da tehlikenin yeniden olusmas1 anlamina gelir.

Ancak alkali kosullarda aflatoksinden olusan bilesikler suyla yikama ile kolaylikla
ortamdan uzaklastirilabilir. Bu nedenle alkali bilesiklerle aflatoksinlerin muamele

edilmesinin  hemen arkasindan uygulanacak bir yikama prosesi aflatoksinlerin



uzaklastirilmasinda etkin bir uygulama gibi goriilmektedir. Nitekim ham yag iiretiminde
alkali rafinasyon ve yikama prosesini bir arada igeren ndtralizasyon basamaginin
aflatoksin eliminasyonunda etkili oldugu bildirilmistir (Parker ve Melnick, 1966;
Kamimura et al., 1986). Boylesi bir uygulamanin diger gidalara da uygulanabilecegi

distiniilmektedir (Tabata et al., 1994).

Alkali kosullarin yiiksek sicakliklar (yaklasik 100 °C) ile birlikte uygulanmasi
durumunda lakton halkasinin agilmasini dekarboksilasyon takip eder. Hatta reaksiyon

daha da ilerler ve aromatik halkadan metoksi grubunun kaybi da s6z konusu olabilir

(Anon., 2004c).

Tortilla; hammaddesi misirin alkali bir ¢ozelti ile muamele edilmesi de dahil bir cok
islem basamagini {iretim prosesinde i¢eren ve daha ¢ok Latin Amerika’da tiiketilen bir
gidadir. Tortilla tiretiminde aflatoksinle kontamine misirlari hammadde olarak kullanan
Price ve Jorgensen (1985), alkali ortamda isitma basamaginin aflatoksinleri kismen
degrade ettigini ancak olusan iiriinden yeniden aflatoksin olusabilecegi veya bu {iriiniin
aflatoksinden daha toksik olabilecegi yoniinde kuskulari oldugunu bildirmislerdir.
Baska bir ¢aligma kapsaminda yine aflatoksinle kontamine musirlari tortilla, tortilla cipsi
ve musir cipsi iiretiminde kullanan Torres et al. (2001) geleneksel ve ticari olmak {izere
iki farkli yontem uygulamislardir. Geleneksel yontem, pisirme ve alkali ¢ozeltiye batirip
bekletme basamaklarini; ticari yontem ise yalmizca sicak alkali ¢ozeltiye batirma
basamagini igermektedir. Calisma sonunda geleneksel yontemde % 51.7-84.5, ticari

yontemde ise % 29.5-71.2 oraninda aflatoksin azalmasi1 gézlenmistir.

Fistiktan iiretilen ve farkli seviyelerde (15, 30, 45 ppb) aflatoksin B; ile kontamine
edilmis bir igecegin mutajenik aktivitesinin iizerine pH ve 1sil uygulamanin etkisini
arastiran Rustom et al. (1993) pH 5’de 130 °C’de 20 saniye ve 121 °C’de 15 dakikalik
uygulamalarla mutajenik aktivitede swrasiyla % 76 ve % 73’liik azalmalar
gerceklestigini bildirmislerdir. Bu durumun pH’y1 ayarlamakta kullanilan hidroklorik
asit tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla terminal furan halkasinda meydana gelen
kismi hidrasyon sonucu aflatoksin Bi’in aflatoksin  B2a’ya doniismesinden

kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Ayni1 1s1l islem normlarinin (130 °C’de 20 saniye ve



121 °C’de 15 dakika) pH 10.2°de uygulanmasi durumunda ise sirastyla % 78 ve % 88
oraninda mutajenik aktivitenin azaldig1 saptanmigtir. Bu durumunda pH’y1 ayarlamakta
kullanilan sodyum hidroksit tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla aflatoksin Bi’in
lakton halkasinda meydana gelen bir hidroliz sonucu aflatoksin Bi’den aflatoksin D1
olugmasi sonucu gerceklesebilecegi bildirilmistir. Yazarlar aflatoksin B1’in asidik 1sitma
sonucu olusan aflatoksin Bza’dan 1000 kat ve bazik isitma sonucu olusan aflatoksin

D1’den 450 kat daha mutajenik oldugunu bildirmislerdir.

Tabata et al. (1994) da farkli nitelikteki gida katkilariyla aflatoksinlerin
degradasyonu {izerine g¢alismislardir. Aflatoksin Bi, B2, G1 ve Gz igeren standart
cozeltileri % 1°lik hidroklorik asit ve siilflirik asit ¢ozeltileri ile 40 °C’de 16 saat
muamele etmigler ve islem sonunda aflatoksin B: ve Gi’in tlimiiniin Bza ve Gza’ya
doniistiiglint, aflatoksin Bz ve Gz’de ise herhangi bir degisim gozlenmedigini
bildirmislerdir. Aflatoksin Bi1, B2, G1 ve G2 igeren standart ¢ozelti ayrica % 1’lik
sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile 40 °C’de 16 saat muamele edilmis ve pH’s1 sonradan
ayarlanmadan (orijinal pH’sindaki, pH 13) incelendiginde bu c¢ozeltideki tiim
aflatoksinlerin seviyelerinin sifir oldugu saptanmistir. Sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile
muameleden sonra pH’s1 4’e ayarlanip incelenen standart ¢ozeltilerde ise aflatoksin By,
B2, G1 ve G2’nin baslangi¢ miktarlarina gore geri alinan yiizdeleri sirasiyla % 79, 98, 0

ve 0 bulunmustur.

Gidalarda uygulanan ve aflatoksin degradasyonunda etkili oldugu gozlenen bir baska
kimyasal da bistilfittir (Doyle ve Marth, 1978b; Altug et al., 1990). Calismalarinda
bisiilfit oksidasyonunun aflatoksin degradasyonuyla paralel yiiriidiigiinii géren Doyle ve
Marth (1978c) aflatoksinlerin degradasyonunda bisiilfitin okside olmus haldeki serbest
radikal formunun etkili oldugunu ileri siirmiislerdir. Ayni ¢aligma kapsaminda ortama
ilave edilen sitrik asidin bistlfit-aflatoksin reaksiyonu tzerindeki etkisi arastirilmistir.
Ortama eklenen sitrik asidin gerek aflatoksin B1 gerekse aflatoksin G1’in bisiilfit ile
degradasyon hizlarinda diisiise neden oldugu bildirilmistir. Bunun nedeninin sitrik
asidin bisilfitlerin oksidasyonunu geciktirmesi olabilecegi bildirilmistir (Doyle ve
Marth, 1978c).



Gidalarda aflatoksin sorununun Onlenmesi amaciyla biyolojik yontemler de son
yillarda siklikla aragtirllan konular arasindadir. Bu biyolojik yontemler kiif
kontaminasyonu ve aflatoksin olusumunun 6nlenmesi amaciyla uygulananlar (Baylas ve
Goniil, 2000) ve mevcut aflatoksinlerin degradasyonu amaciyla gergeklestirilenler (Bata
ve Losztity, 1999) olarak simiflandirilabilir. Su an i¢in pratikte yaygin olarak
kullanilmayan bu yontemlerin etki mekanizmalarinin net olarak ortaya konmasiyla

ilerde yaygin kullanim imkani bulabilecegi 6ngdriilmektedir (Baylas ve Goniil, 2000).

1.1.2. Kiiflenme ve Kiiflenme Diizeyinin indikatorii: Ergosterol

Gida isleme endiistrisinin en dnemli problemlerinden biri hammaddedeki kiif ytikii
ve kiif kaynakli problemlerdir. Bugiine kadar gerek dis pazarda gerekse i¢ tiiketimde
kalite kriteri olarak mikrobiyolojik ¢alismalar kiif ve kiif kontaminasyonlar1 konusunda
yogunlagsmistir. Son birka¢ yila kadar iirliniin kiif yiikiiniin en onemli kalite kriteri
olarak benimsenmesinin yaninda son yillarda iirliniin ergosterol igerigi bircok gida i¢in
yeni bir kalite parametresi olarak giindeme gelmistir (Kadakal, 2003). Ergosterol
gidalarin kiiflenmesi agisindan bir indikator olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle
ergosterol varliginin saptanmasi gilintimiizde gidalarda kiiflenmenin ve kiiflenme
diizeyinin belirlenmesinde 6nemli bir kalite kriteri olarak degerlendirilmektedir

(Saldamli, 2001).

Ergosterol, bir lipit grubu olan sterollerin bir liyesidir. Dogada bulunan steroller
sentezlendigi kaynaga bagli olarak zoosteroller (hayvanlar tarafindan sentezlenenler),
fitosteroller ~ (yiikksek  bitkiler  tarafindan  sentezlenenler) ve  mikosteroler
(mikroorganizmalar tarafindan sentezlenenler) olmak iizere li¢ grupta siiflandirilirlar
(Saldaml1, 2001; Gokalp ve dig., 2002). Mikosteroller; zoosteroller ve fitosterollere
kiyasla olduk¢a farkli yap1 ve Ozellik gosterirler. Bu sterollerden hem dogada ¢ok
yayginlasmis olmasi hem de D2 vitamininin provitamini gibi islev iistlenmis olmasi

nedeniyle en taninmis olan1 ergosteroldiir (Saldamli, 2001).



Ergosterol steroid grubunun bir tyesi olup C2sHs4O formulline sahip beyaz kristal
yapida organik bir maddedir (Kadakal, 2003). Ergosteroliin kimyasal yapist Sekil 1.4’te

gosterilmistir.

Sekil 1.4: Ergosterolin kimyasal yapisi

Ergosterol farkli bitki ve hayvanlarin sterol karisiminin sadece mindr bir bilegenidir.
Bu nedenle gidalarda, 6zellikle de domates ve domates iiriinlerinde ergosterol olusumu
sadece ve hemen hemen tamamen kiiflerin varliginda goriilmektedir (Ghiretti et al.,

1995).

Ergosterol cogunlukla canlilarda hiicresel membranlarda bulunur ve membranlarin
gecirgenliginin diizenlenmesinde rol alir. Ergosterol, saglikli fungal hiicreler i¢in sarttir.
Kiiflerin ergosterol biyosentez yetenegi bir cok faktore bagli olarak degismektedir.
Ergosterol biyosentezi; kiifiin ¢esidi, yasi, substrat bilesimi ve oksijen varligi ile
dogrudan iliskilidir (Ghiretti et al., 1995).

Ergosterol mikroorganizmalardan sadece maya ve kiiflerde bulunmaktadir (Anon.,
2000a). Ergosterol; Zygomycotina, Ascomycotina, Basidiomycotina ve Deuteromycotina
alt boliimiinde siiflanmis bir dizi kiifte hiicre membraninin yapisal bir bilesenidir
(Battilani et al., 1996). Domates ve mamullerinde ergosterol varligindan bakteriler ve
mayalar sorumlu tutulmakta ve belirlenen ergosteroliin kiifler tarafindan sentezlendigi

kabul edilmektedir. Bocchi et al. (1995) iiriiniin kiifler tarafindan istila edilmesi



durumunda kiiflerin ergosterol varligindan sorumlu tek temsilci olarak dikkate

alinabilecegini belirtmektedir.

Gidalarda kiiflenmenin ve kiiflenme diizeyinin belirlenmesinde 6nemli bir kalite
kriteri olarak kullanilabilme potansiyeli iizerine Bertoni et al. (1994), domates ve
urtnlerinde bulunabilecek ergosterol limit degerini kuru maddede 15 mg/kg olarak

Onermistir.

1.2. Incirlerde Aflatoksin Problemi

1.2.1. incirlerin Kurutulmasi

Incir iilkemizde sik¢a kurutulan ve ihra¢ edilen meyvelerden birisidir. Ulkemizde
incir sezonu temmuz ayinin ortalarinda baslayip ekim ay1 sonlarina kadar siirer. Az

¢ekirdekli ve ince kabuklu “Sarilop” ¢esidi basta olmak tizere “Goklop”, “Karayaprak”,
“Hesevi” ve “Halebi” kurutmalik olarak yetistirilen gesitlerdir (Kilig¢ ve dig., 1997).

Kurutulacak incirler miimkiin oldugunca agagta birakilir. Agacta tutunamayacak
derecede kuruyup diisenler toplanir ve hasir veya kerevetlere serilip golge bir yerde 8-
10 gun iginde % 20-25 nem igerigine ulasana dek kurutulur (Yagcioglu, 1999). Kurutma
islemini daha kisa slirede tamamlamak i¢in incirlerin kabin tip kurutucularda sicak hava
akimiyla da kurutulmasi miimkiindiir (Ozkan ve dig., 2000; Gallali et al., 2000). Yeterli
nem igerigine kadar kurutulmus incirler iireticiler tarafindan plastik kasalara doldurulur

ve incir isletmelerine getirilir.

Gelen hammadde (kuru incir), isletmenin girdi kabul kriterine goére satin alinir ve
hammadde stok boliimiine aktarilir. Stoktan c¢ikan kuru incirler vakumlu fumige
odalarina doldurulur ve uygun bir fumigant (genellikle metil bromit) ile fumige edilir.
Bu islemin amaci incirleri gesitli ambar zararlilarindan korumaktir. Yaklasik 4 saat
stiren bu islemin sonrasinda odalarin kapilar1 agilarak havalandirma yapilir. Daha sonra

kuru incirler bir sonraki asama olan boylama bdliimiine aktarilir. Burada incirler



boylama makinesine girer ve eleklerden gecerek boylarina ayrilir. Cesitli boylardaki
kuru incirler iginde UV (Ultraviyole) lambalar bulunan aflatoksin ¢adirlarina gelir. Bu
lambalarin 15181 altinda parlak yesilimsi sar1 floresans veren (muhtemelen aflatoksinli)
incirler secilir. Segilen bu incirler ayr1 kasalarda toplanip bagka bir yere aktarilirlar.
Kontrolden ge¢mis renk vermeyen kuru incirler kasalara bosaltilir ve ayiklanma
boliimiine gonderilir. Bu bolimde kuru incirler genis masalarin iizerine dokiiliir ve
curiik, catlak, hasarli vb. incirler ayiklanir. Fiziksel zarara ugramis ve insan tiiketimine
uygun olmayan bu nitelikteki incirler “hurdalik” diye isimlendirilen incirlerdir.
Iclerinden hurdaliklar1 ayrilmis kuru incirler yikama boliimiine gonderilir. Yikama
asamasi incirlerin, {izerinde olabilecek toprak, camur vb. seylerden arindigi asamadir.
Mevsimsel olarak degisen sicakliktaki su ile yikama yapilir. Muhtemel mikroorganizma
gelisimini durdurmak i¢in yikama suyuna tuz katilabilir. Daha sonra nem oranim
istenen seviyeye getirmek amaciyla kurutma islemi gerceklestirilir. Bu amagla
isletmelerde genellikle kurutma tiinelleri kullanilmaktadir. islem sonunda incirlerin nem
igeriginin % 18-20 dolaylarinda olmas: istenir. Daha sonra miisteri istegi dogrultusunda
sekil verilip paketlenen incirler kendilerine ayrilan boliimlerde, malin sevk edilecegi
tarih ve misteri taleplerine bagl olarak ya oda sicakliginda ya da sogukta depolanirlar
(Inceoglu, 2004; Anon., 2004d). incirlerin kurutulmasinda randiman hasat edilen taze
incirlerin agirligina bagh olarak % 24-27 arasinda degisir (Loesecke, 1955). Incir

isletmelerinde kuru incir islenmesinde uygulanan akis semasi Sekil 1.5’te verilmistir.

Incir, aflatoksin iireten kiiflerin gelisebilecegi ve toksin iiretebilecegi uygun bir
besiyeridir (Altug et al., 1990). Toksin iiretimi sorunu incir daha heniiz bah¢edeyken
baslar. Incirin dogal hassas yapismin yani sira gegirdigi kritik kuruma evreleri ve bu
evrelerde s6z konusu olan nem ve sicaklik degerleri kiifiin bu meyveye bulasma ve

toksin olusturma riskini arttirmaktadir.
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Sekil 1.5: Incir isletmelerinde uygulanan akis semasi



1.2.2. incirlerde Kiif Florasi

Bir gida maddesinde aflatoksin olusumundan s6z etmek i¢in o gida maddesinin
kiiflerle kontamine olmasi ilk ve en 6nemli kosuldur. Kiiflerin mikotoksin iiretimleri
degisik fiziksel ve cevresel faktorlere bagl olmakla birlikte mikotoksin Uretebilen kif
ile tirlinlerde sartlar uygun oldugu takdirde mikotoksin riskinin her zaman var oldugu

sOylenebilir (Kocabasg, 1991).

Bir ¢ok tarimsal iirlinde ve igslenmis gida maddesinde oldugu gibi kuru incirlerde de

kiif florasi lizerine ¢aligmalar yapilmistir.

Incirlerde kiif floras1 ve aflatoksin olusumu iizerine bir caligma yiiriiten Askin ve
Kosker (1976), agactan baslayarak kuruma ve akabinde isleme prosesinin gesitli
noktalarinda aldiklar1 naturel ve ¢esitli sekillerde islenmis tiplerden 56 adet incir
orneginden 138 adet kiif izole etmislerdir. Bu orneklerin higbirinde tespit edilebilir
miktarda aflatoksin saptayamamuslardir. izole edilen kiiflerin biiyiik c¢ogunlugu
Aspergillus (% 39.86) ve Penicillium (% 39.86) cinsi kiifler olusturmaktadir. Saptanan
diger cinsler ise Cladosporium, Rhizopus, Chaetomium, Absidia, Geotrichum ve
Mucor’dur. Arastiricilar sadece Aspergillus cinsi kiiflerde tiir bazinda identifikasyon
yapmis ve var olan Aspergillus tlrlerini A. niger, A. flavus, A. wentii, A. glaucus, A.
terreus, A. versicolor, A. nidulans, A. ornatus, A. ochraceus ve A. ustus olarak
belirlemislerdir. Arastirmada gesitli incir 6rneklerinden 14 A. flavus grubu organizma
1zole edilmistir. Bunlardan 12 sinin (% 85.71’1nin) aflatoksin iireten suslar oldugu daha
sonra suni besiyerinde gelistirme ¢aligsmalari sonucunda ortaya ¢ikmistir. Aflatoksin
meydana getiren izolatlar, tiim izolatlarin ancak % 8.7’si olmasina ragmen, agagtan
baglamak iizere islemenin hemen tiim sathalarindan alinan 6rneklerden izole edilmistir.
Bu durum (zerine arastiricilar sartlar uygun oldugu takdirde kuru incirlerde aflatoksin

meydana getirebilecek bir potansiyelin varligini bildirmislerdir.

Mislivec et al. (1979) geleneksel metotlarla ve organik olarak yetistirilen, incirinde
icinde bulundugu 10 cesit iirlinde gerceklestirdikleri ¢alismalarinda gidalari, toplam

canli fungal igerikleri ve bu gidalarda karsilasilabilecek farkli kiif tiirleri bakimindan



incelemislerdir. Incelenen 60 incir drneginin higbirinde herhangi bir fungal olusum
goriilmemistir. Diger gidalarin floralarinin incelenmesi sonucunda ise A. glaucus, A.

niger ve A. flavus basta olmak iizere 22 cinse ait 65 kiif tiirtine rastlanmistir.

Demir ve dig. (1990) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada yesil olum, aga¢ olum (taze
incir), buruk, sergi, Uretici deposu ve isletme donemlerindeki flora niteligini ortaya
koymak icin 1988-1989 yillarinda Aydin ve izmir’e bagh ilgelerdeki 30 bahge ve 39
isletme-depodan 3-4 kg’lik Ornekler alinmis ve izolasyon-identifikasyon c¢aligmalari
yapilmigtir. Incirlerin florasina Fusarium spp. ve A. niger’in hakim oldugu ancak
aflatoksin olusumuna neden olan A. flavus’un 6rnek alinan tiim doénemlerde izole
edildigi bildirilmistir. Bu durum, aflatoksin olusumunun miimkiin olmadig1 yesil
donemin sonrasindaki tiim donemlerde aflatoksin riskinin varli§ini goézler Oniine

sermektedir.

Biiyiiksirin (1993), Izmir ili piyasasindan toplanan 50 adet kuru incir drneginde
gerceklestirdigi ¢alismasinda 5°i Aspergillus cinsine, 7’si Penicillium cinsine ve 6’si
diger cinslere ait toplam 18 adet kiif izole ve identifiye etmistir. Ayrica izole edilip

tanimlanan 5 aflatoksijenik kiif susunun aflatoksin tiretmedigi saptanmustir.

Zohri ve Abdel-Gawad (1993) 4 adet incir ve 3’er adet kayisi, erik ve {iziim
kurusunun mikotoksin igeriklerini ve mikofloralarim1 inceledikleri calismalari
sonucunda kuru incir Orneklerinin 13 cinse ait 21 kif tiiriine sahip olduklarini
bildirmislerdir. Kuru incirlerde baskin floray1 Aspergillus ve Penicillium cinsine ait
kiiflerin olusturdugu saptanmis ve bu cinslere ait A. niger, A. flavus ve P. chrysogenum

tiirlerinin kuru incirlerde yogun halde bulunduguna dikkat ¢ekmislerdir.

Doster et al. (1994); Kaliforniya’daki 8 incir bahcesinden 1992°de 1000 ve 1993°te
2000 incir Ornegi toplayarak bu Orneklerde Aspergillus cinsine ait kifleri
incelemislerdir. Orneklerde Aspergillus cinsine ait 15 farkli kiif tiiriine rastlayan
aragtiricilar en yogun tiiriin 1992’de % 6.7 ile ve 1993°te % 3.5 ile A. niger oldugunu
bildirmislerdir. Aflatoksin tireticisi iki kiif tiirti A. flavus ve A. parasiticus’a her iki yilda

da % 0.06 diizeyinde rastlanmistir. Ayni ¢aligma kapsaminda 1992°de bahge topragi



orneklerinin incelenmesi sonucunda ise A. flavus, A. parasiticus ve A. tamarii turlerine

strastyla % 45, 36 ve 19 oraninda rastlanmigtir.

Yine Doster et al. (1996); 1991-1994 yillar1 arasinda her yil 1000-3000 adet
civarinda incir 0rneginin kiif floras1 ve mikotoksin igerigi lizerine gerceklestirdikleri
calismalarinda incirlerin % 4.04’liik oranla en ¢ok A. niger ile kontamine oldugunu
saptamislardir. Bu kiif tiiriinii % 0.10, 0.06, 0.06, 0.04, 0.04, 0.04, 0.03 ve 0.01’lik
kontaminasyon oranlariyla sirasiyla Eurotium amstelodami, A. terreus, E. chevalieri, A.
flavus, A. ochraceus, A. tamarii, A. melleus ve A. parasiticus tiirlerini takip ettigi
saptanmistir. Ayni ¢alisma kapsaminda incelenen incir bahgesi topragi érneklerinde A.
flavus’a 1 g kuru toprakta 1992°de 0.2-2.0 koloni olusturan birim (cfu) ve 1993°te 0-9.7

cfu diizeyinde rastlanmstir.

Simdiye kadar deginilen aragtirmalarda gidalardaki funguslari saptamak i¢in
geleneksel metotlar kullanilmistir. Geleneksel metotlar kiifiin  gelistirilmesi ve
morfolojik ozelliklerini inceleyerek taksonomik olarak tanimlanmasindan ibarettir.
Geleneksel metotlarda harcanan zamanin ¢ok olmasi ve yanlis siniflandirma ihtimalinin
yiiksekligi gibi olumsuzluklar s6z konusudur. Iste bu nedenle gidalarda aflatoksijenik
funguslarin objektif ve hizli bir sekilde belirlenmesini saglayacak metotlara ihtiyag
duyulmustur. Bu amacla Férber et al. (1997) kontamine incirlerde aflatoksijenik A.
flavus suglarinin varligin1 saptamak icin bir Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) sistemi
kullanmiglardir. Reaksiyon 3 adet aflatoksin biyosentez geninin varligini arastirir. Bu
genler norsolorinic asit reduktaz, versicolorin A dehidrogenaz ve sterigmatosistin-o-
methyltransferazdir. Bu genler A. flavus ve A. parasiticus tlrlerinin ikisinde de mevcut
oldugundan bu metotla iki kiifiin de saptanmasimin miimkiin oldugu belirtilmistir. Bu
metotla in vitro’da 1yl sonuglar elde edildigini belirten yazarlar, gidalarda yapilacak
caligmalarda, gida bilesenlerinin polimeraz aktivitesini inhibe etme 6zelligi nedeniyle,
sistemin duyarliliginda azalmalar olabilecegini belirtmislerdir. Gergekten de saf kiiltiir
DNA’s1 incirlerden izole edilen saf DNA ile karistirildiginda, reaksiyon ayni PCR
driinlerini vermesine ragmen duyarliigin 10 kat kadar diistiigii bildirilmistir. Infekte
incirlerden izole edilen DNA kalip DNA (kendisinden kopyalanan DNA) olarak



kullanildiginda ayni bant takimi gézlenmistir. Ancak kalip DNA olarak infekte olmayan

incirler kullanildiginda higbir sinyal alinmamastir.

Incirlerde kiif florasi ile ilgili bir baska ¢alismada da Aziz ve Moussa (2002)’nin
incirin de i¢inde bulundugu 10 ¢esit meyvede gerceklestirdikleri ¢calismadir. Misir’daki
marketlerden perakende olarak alinan 10 adet incirin florasindan A. niger, A. flavus, P.
chrysogenum, P. aurantiogreseum, P. expansum, Botrytis cinerea, P. griseofulvum ve
A. ochraceus tiirleri sirasiyla % 100, 80, 80, 80, 80, 80, 60 ve % 60 oranlarinda izole ve
identifiye edilmistir. Bu kif tiirlerinden A. flavusun aflatoksin; A. ochraceus’un
okratoksin; P. chrysogenum, P. expansum ve P. griseofulvum’un da patulin

mikotoksininin potansiyel iireticisi olduguna dikkat ¢ekilmistir.

Kiiflerin gidalarda geliserek bir yandan o gidanin tiiketilemeyecek bir hal almasina
neden olmalar1 diger yandan da mikotoksin sentezleyerek hastalik ve oliimlere neden
olmalari; kuru incirin de dahil oldugu bir ¢cok gidada bu mikroorganizmalarin 6nemini
ortaya koymakta, kiif niteliginin ve sayisinin gercege en yakin sonuglarla saptanmasini
saglayacak yontemlerin belirlenmesini ve bu konudaki caligsmalarin siirdiiriilmesini

gerekli kilmaktadir (Biiyiiksirin, 1993).

1.2.3. Incirlerde Aflatoksin Olusum Evreleri

Tarimsal trlinlerin toksijenik kiifler ile kontaminasyonu; hasat Oncesinde, hasat
sonrasinda, kurutma, depolama, isleme ve dagitim esnasinda meydana gelebilir

(Biiytiksirin, 1993).

Aflatoksin olusumuna duyarli gida gruplar1 arasinda yer alan incir meyvesinde
yetisme ve olgunlasma silirecinde kiif bulasmasi ve aflatoksin olusumunun kdkeninin
saptanmast amaciyla farkli kisi ve kuruluslarca bir ¢ok calisma gerceklestirilmistir
(Buchanan et al., 1975; Demir ve dig., 1990; Boudra et al., 1994; Doster ve Michailides,
1997). Bu calismalarin sonuglarina gore olgunlagsmamis yesil renkli incirlerde kiif
hlicumuna Kars1 belli bir direng¢ s6z konusudur. Bu donemdeki meyve aflatoksin

tireticisi kiifle kontamine olsa bile meyvenin yapisinin toksin iiretimine uygun olmamasi



nedeniyle aflatoksin olusumu gozlenmez (Demir ve dig., 1990). Meyve olgunlastikca bu
direng kaybolur ve kiif bulasmasi bakimindan en kritik basamak olan sert-olgun
basamaga (taze incir haline) gelir (Boudra et al., 1994). En yiiksek aflatoksin seviyesine
ise kiifiin en uzun kolonizasyon periyoduna sahip oldugu kahverengi burusuk olgun
meyvelerde rastlanmigtir. Bu donemde goriilen aflatoksin miktarinin taze incirdeki
miktarin yaklasik 6 kati, yesil renkli incirlerdeki miktarin yaklasik 30 kat1 kadar oldugu
bildirilmistir (Doster ve Michailides, 1997). Incirin, en hassas dénem olan sert-olgun
donemi kiifle kontamine olmadan atlatabilmesi durumunda, sonraki asamalarda kuruyup
clirimeye karsi daha dayanikli hale gelecegi bildirilmistir. Aksi halde aflatoksin
birikiminin fungal gelisimin durdugu ana kadar kuruma boyunca siirecegi

vurgulanmigtir (Buchanan et al., 1975; Doster ve Michailides, 1997).

Askin ve Kosker (1976), laboratuar kosullarinda incirlerde aflatoksin olusumunun
saptanmasi amaciyla yaptiklar1 bir ¢aligmada; kuru incirlerden izole ettikleri iki ve bir
enstitiiden sagladiklar bir A. flavus Klturiini her bir érnege 10° adet kiif sporu diisecek
sekilde kuru incir drneklerine asilamiglardir. Incir 6rneklerinin yaris1 asilama oncesi
nemlendirilip sterilize edilmis, diger yaris1 ise herhangi bir nemlendirme veya
sterilizasyon islemine tabi tutulmamistir. Inkiibasyon karanlikta 28 °C’de iki hafta
siireyle yapilmigtir. Belli zaman araliklarinda 6rneklerde aflatoksin tayini yapilmistir.
Arastirma sonucunda nemlendirilmeden ve sterilize edilmeden 3 ayrt A. flavus
kiiltiriyle agilanan ve % 19.74 su igeren kuru incirlerde inkibasyon periyodu sonunda
herhangi bir kiif gelisimi ve aflatoksin olusumu gozlenmemistir. Bu durum yeterli bir
kurutmanin  kiif gelisimi ve aflatoksin olusumunu engelleyici etkisini ortaya
koymaktadir. Nemlendirilip sterilize edilerek biinyelerindeki su orani % 35.23’e
cikartilmis 6rneklerde ise her ii¢ kiiltiiriin de inkiibasyonun 2. giinlinden sonra aflatoksin
tretimine bagsladigi goriilmiistiir. Kiiltiirlerin meydana getirdigi aflatoksin miktarlar
inkiibasyonun 4. ve 6. giinlerinde maksimum seviyelerine ulagmakta ve bundan sonra
giderek azalmaktadir. Schroeder (1966) bu azalmanin, ortamdaki besin maddelerinin
tilkenmesine bagl olarak kiiltliriin kendi meydana getirdigi aflatoksini kullanmas: ile
ilgili olabilecegini belirtmistir. Nitekim Ashworth et al. (1965) A. flavus da dahil olmak
lizere bazi1 funguslarin aflatoksini metabolize etme yetenegine sahip oldugunu

bildirmislerdir. Ancak Ciegler et al. (1966), ortamdaki aflatoksin miktarinin azalmasinin



kullanilabilir karbon kaynaginin tiikenmesine bagli olamayacagini, zira bu noktada
ortama fazla miktarda karbon kaynag verilse bile diislislin devam ettigini
bildirmislerdir. Arastiricilar toksin azalisinin misellerin parcalanmasi ile ortaya ¢ikan bir

enzim aktivitesine baglanabilecegini belirtmislerdir (Askin ve Kosker, 1976).

Morton et al. (1979), her bir meyve i¢in 3 ¢ig ve 3 pismis (121 °C ve 15 psi’de 20
dakika otoklavlanmis) kuru incir, kuru kayisi, kuru iiziim ve ananas 6rneklerini 3 farkl
aflatoksijenik kiif susunun sporu ile asilamis ve 25 °C’de 45 giin inkiibasyona tabi
tutmuslardir. Inkiibasyonu takiben yapilan testler sonucunda aflatoksin olusumuna
uygun substrat siralamasi ¢ig haldeki drneklerde incir, ananas, kayisi ve iiziim seklinde,
pismis haldeki orneklerde ise kayisi, ananas, incir ve iizlim seklinde olusmustur. Cig
meyve orneklerinde en yiksek seviyede aflatoksine (405 ppb) kuru incirlerde
rastlanirken, pismis kuru incir 6rneklerinde aflatoksin olusumu saptanmamistir. Bu
durumun pisirme islemiyle meyve dis kabugunda ve kiif gelisimi ve mikotoksin
olusumu i¢in gerekli besin maddeleri ortaminda meydana gelebilecek degisimler sonucu

gerceklesmis olabilecegi bildirilmistir.

Kiif kolonizasyonu ile kurutma arasinda gegen siirenin aflatoksin iiretim seviyesine
etkisini incelemek i¢in agagta kiif sporlariyla asilanan incirlerin bir kismi1 hemen, bir
kismi 24 saat bir kismi1 da 72 saat sonra hasat edilmis ve diisiik nem, sabit sicaklikta
yapay olarak kurutulmustur. Bir miktar incir ise ticari uygulamanin bir benzeri olarak
agacta birakilmis ve giines altinda 9 giin dogal olarak kurutulmustur. Kif sporuyla
asitlama ve kurutma islemleri arasinda gegcen 24 ve 72 saatlik gecikmeler, kuru
incirlerdeki aflatoksin seviyelerinin sirasiyla 9.2+4.6 ppb ve 74+31 ppb’ye ¢ikmasini
saglamistir. En yliksek aflatoksin seviyesine (109+34 ppb) ise agagta kurumaya terk

edilen meyvelerde rastlanmistir (Buchanan et al., 1975).

McBean et al. (1971), kurutulmus gidalarda ve Ozellikle meyvelerde daha 6nce
baslamis olan bozulmalarin uzun siire depolamanin etkisiyle sicaklik ve nemin
yiikselmesi veya silirenin uzamasiyla daha ¢ok arttigini tespit etmislerdir (Dunbay,

1995). Bars (1989) kuru incirlerde ¢ok kotli depolama sartlari disinda, {iriiniin sahip



oldugu diisiik su aktivitesi nedeniyle A. flavus’un gelisme gosteremedigini bildirmistir
(Biiyiiksirin, 1993).

Meyvenin fiziksel yaralanmasinin kif gelisimi ve toksin olusumu tizerine etkisi,
farkli olgunlagsma evresindeki incirlerde incelenmistir. Olgunlagsma basamaklar1 olarak
incir ostiolliniin (arka kismindaki deligin) kapali oldugu yesil evre, ostioliin acik oldugu
yesil evre, sar1 evre ve kahverengi-olgun evre segilmistir. Cam bir ¢ubuk yardimiyla
ostiolii delerek gergeklestirilen fiziksel yaralamalar sonucu A.flavus infeksiyonu ve
aflatoksin olusumunun ostioliin agik oldugu yesil ve sar1 evrede arttig1, ostioliin kapali
oldugu yesil ve olgunlagmanin son basamagi olan kahverengi renkli evrede ise
degismedigi gozlenmistir. Bu durumun kahverengi olgun incirlerde goriilen bdcek
zararlanmalariin incirlerde aflatoksin diizeyini arttirmamasinin bir gostergesi oldugu

bildirilmistir (Doster ve Michailides, 1997).

1.2.4. Incirlerimizde Aflatoksin Sorununun Tarihcesi

Aflatoksin sorunu, bahgeden tiiketiciye kadar incirin gegirdigi siirecte karsilasilan
sorunlarin basinda gelip gerek tiiketim gerekse ihracatimiz agisindan zaman zaman

asilmasi gii¢ sikintilar dogurmaktadir.

Incirlerimizde aflatoksin problemi ilk kez Ekim 1972°de Avrupa Ulkeleri’ne ihrag
edilen kuru incirlerde Danimarka’da yapilan analizler sonucu 938 ppb aflatoksin B1
saptanmasiyla yasanmistir. Yine 1973-1974 yillarinda Amerika Birlesik Devletleri’ne
gonderilen 38 parti kuru incirin {i¢iinde aflatoksin belirlenmis ve bu partiler Tiirkiye’ye
geri gonderilmistir. Bu yillardan seksenli yillarin ortalarina kadar incir ihracatinda
aflatoksin olusumu ile ilgili 6nemli bir sorun yasanmamistir. 1986 ve 1987 yillarinda ise
Isvicre ve Almanya’ya goénderilen kuru incirlerde bu iilkelerin ilgili kuruluslari
tarafindan yapilan analizlerle toleranslar {izerinde aflatoksin saptanmasiyla konu

giincellesmistir (Demir ve dig., 1990).

Son yillarda toplumda saglikli beslenme bilinci dogrultusunda gelisen ve yerlesen

temiz ve kaliteli gida tliketimi istegi ve 6zellikle son 20 yilda ¢ok biiyiik bir ivmeyle



ortaya c¢ikan bilimsel ve teknolojik yenilikler sayesinde her konuda oldugu gibi
incirlerde aflatoksin olusumunun izlenmesi ve kontrol altina alinmasi konusunda da
bliyiik ilerlemeler kaydedilmistir. Bu ilerlemeler sonucunda basta gelismis tilkeler
olmak tizere birgok iilke, insanlarinin sagligin1 korumak adina oldukca hassas
davranmaya, tolerans limitlerini diisiirmeye ve ithal ettikleri iiriinleri daha yogun ve
dikkatli bir sekilde kontrol etmeye baslamislardir. Tabii ki de bu gelismeler en biiyiik

kuru incir iireticisi ve saticis1 konumundaki iilkemize ¢esitli yaptirimlar getirmistir.

Yaklasik 35 senelik bir ge¢misi olan “incirlerde aflatoksin olusumu” konusu kuru
incir ihracati gergeklestirdigimiz ¢esitli iilkelerde yapilan g¢aligmalar sonucu yakin
tarthimizde de zaman zaman tekrar giindeme gelmis ve kuru incir ihracatimizi ciddi

sikintilara sokmustur.

fhracatta 6nemli miisterilerimizden biri olan Ingiltere’ye Kasim 1988 ve Ocak 1989
tarihleri arasinda Tiirkiye’den ihra¢ edilen kuru incir ve incir ezmesi Orneklerinin %
24’{inde toplam aflatoksin seviyesi, o donemde Ingiltere’de gegerli olan sinir deger 10
ppb’nin iizerinde ¢ikmistir. Rastlanilan en yiliksek aflatoksin seviyesi ise 165 ppb’dir.
Hem aflatoksine rastlanma orani hem de rastlanilan aflatoksin seviyelerinin yiiksek
¢ikmasi tizerine 1989 mahsulii incirler daha siki bir denetime alinmustir. Gergeklestirilen
caligmalar sonucunda 112 incir ezmesi partisinin % 11’inin ve 93 kuru incir partisinin
%9’unun 10 ppb smir degerini astif1 saptanmistir. Rastlanilan en yiiksek aflatoksin
seviyesi 40 ppb olmustur. Bu sonuglar dogrultusunda 14 parti malin Ingiltere’ye girisine

izin verilmemistir (Sharman et al., 1991).

Yine Ingiltere’de Tarirm Gida ve Balikgihk Bakanhigi (MAFF) tarafindan
gerceklestirilen bir caligma ile Ingiltere limanlarindan toplanan 20 kuru incir drneginin
6’sinda (% 30’unda) ve 10 incir ezmesi 6rneginin 1’inde (% 10’unda) 10 ppb’den ¢ok
toplam aflatoksine rastlanmistir (Anon., 1996). Ingiltere’deki marketlerden perakende
olarak satin alinmis 29 kuru incir 6rneginin higbirinin 4 ppb’nin iizerinde aflatoksin
icermedigi bildirilirken benzer bir ¢alismada da Iskogya’daki marketlerde satilan kuru
incirlerin, ¢alismadaki saptanabilir aflatoksin limiti olan 2 ppb’nin iizerinde aflatoksin
icermedigi bildirilmistir (Anon., 1996; Candlish et al., 2001).



Ulkemizde de yetkili kurulus olan Tarim ve Koy Isleri Bakanlig: tarafindan iki farkl
calismayla da konu incelenmistir. ilk calisma 1993-1994 tarihlerinde piyasadan
toplanan 92 adet, ikinci ¢alisma ise 1996-1997 tarihlerinde toplanan 162 adet kuru incir
orneginde gercgeklestirilmistir. Ik calismada &rneklerin aflatoksin ile kontaminasyon
siklig1 ve tilkemizde gegerli olan 10 ppb’lik simnir degerin {izerinde toplam aflatoksin
iceren incirlerin orani sirastyla % 17.4 ve % 9.8 bulunmustur. ikinci calisma igin aym
degerler sirasiyla % 13 ve % 9.2 olarak bulunmustur. Her iki ¢alismada da 200 ppb gibi
yuksek kontaminasyon seviyelerine rastlanmasi iizerine aflatoksin sorununun siirekli
izlenmesi ve kontrol edilmesi gerekliligi bildirilmistir (Coksdyler ve dig., 1996; Ozkaya
ve dig., 2002).

1999 yilinda Tiirkiye’den ¢esitli Avrupa Birligi (AB) iilkelerine ihrag edilen kuru
incir, findik ve antepfistigi ile ilgili olarak AB Gida ve Veterinerlik Ofisi’ne Almanya,
Italya ve Ispanya’nin da iginde bulundugu 6 AB iilkesinden Tiirkiye menseli bu
iriinlerde aflatoksin limitlerinin asildigin1 bildiren 27 adet “hizli uyar1 alarmi”
bildirilmistir. Alarmlarin ¢ogu kuru incir ve antepfistigi ile ilgilidir. Bu olayin ardindan
AB Gida ve Veterinerlik Ofisi’den bir grup Tirkiye’ye gelerek 4-8 Eylul 2000
tarihlerinde incelemelerde bulunmustur. Incelemeler sonunda yaymlanan raporda; adi
gecen gidalarda Ornekleme isleminin tiim kitleyi temsil edecek sekilde uzman kisiler
tarafindan gerceklestirilmesi, AB’ye ihra¢ edilecek partilerin analizlerinin yapildig
laboratuarlarin akreditasyon caligsmalarina ve uluslararasi laboratuar karsilastirma
testlerine katilmalar1 ve istendiginde Tarim ve Koy Isleri Bakanlig: tarafindan verilecek
olan ihracat sertifikasinin agiklayict bir sekilde hazirlanmasit yoniinde Oneriler

getirilmistir (Anon., 2000b)

Ayrica AB’nin 5 Subat 2002 tarihli Resmi Gazetesi’nde yayinlanan AB Komisyon
Karan ile tilkemiz kokenli kuru incir, antepfistigi ve findik ithaline 6zel sartlar
getirilerek adi gegen fiiriinlerin AB iilkelerine ihracatinda Tarim ve Koy Isleri
Bakanligi’nin Koruma Kontrol Genel Miidiirliigii’nce diizenlenecek “saglik sertifikasi”

aranacagini bildirmistir (Anon., 2004e).



Ulkemizde iiretilen findik, incir ve iiriinlerinde Tarim ve Koy Isleri Bakanliginin
Koruma Kontrol Genel Miidiirliigii’nce bes yillik bir siire¢ i¢in aflatoksin diizeylerinin
belirlenmesi konusunda bir ¢alisma gergeklestirilmistir (Anon., 2003). Incelenen kuru

incir 6rneklerinin test sonuglar1 Cizelge 1.4°te verilmistir.

Cizelge 1.4: Tarim ve Koy Isleri Bakanhigi’nca gerceklestirilen, cesitli gidalarda
aflatoksin diizeylerinin belirlenmesine dair bir ¢alismada incelenen Kkuru incir

orneklerine ait sonuclar

1998-1999 2000 2001 2002 5 YILLIK
(10 aylik)
Aflatoksinlerin B:1 | Toplam | B: | Toplam B1 Toplam B1 Toplam B1 Toplam

tipi
Ornek say1s1 3792 3792 21 21 5819 5819 1828 1828 11460 | 11460
Minimum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
kontaminasyon
diizeyi (ppb)
Maksimum 300 350 60 106 550.5 589 1418 | 305.3 550.5 589
kontaminasyon
diizeyi (ppb)
Ortalama 3.0 4.7 1.7 12.2 1.2 1.7 0.9 1.3 1.8 2.7
kontaminasyon
diizeyi (ppb)
Orneklerin =~ % 7 10 28.5 28.5 1.3 21 14 21 2.9 3.7
90’inda

kontaminasyon

diizeyi (ppb)

Tarim ve Koy Isleri Bakanligi’'nin son dénemde agikladigi verilere gére: 2002
yilinda AB’ye ihra¢ edilen findik, incir, antepfisti§1 ve bunlardan elde edilen iiriinlerden
15441 adet partinin % 0.9’u ¢gesitli nedenlerle geri donmiistiir. 2003 yilinda ise izmir ve
Aydn illerinden AB iilkelerine ihra¢ edilen kuru incir ve {riinlerinin parti sayis1 4312,
cesitli nedenlerle geri donen partilerin oran1 % 1.3’tiir (Anon., 2004f). Geri donen incir
partilerinin yurt iginde pazarlanip pazarlanmadigi tam olarak bilinmemektedir
(Coksdyler ve dig., 1996). Tarim ve Koy Isleri Bakanlig: tarafindan her ne kadar geri
donen iiriinlerde giimriikte yapilan yogun kontroller sonucu sadece uygun ¢ikan
partilerin yurda girisine izin verildigine dair agiklamalar yapilsa da iilkemizde

gerceklestirilmis baz1 calismalarin sonuglar1 bu islemin yeterince 6zenli yapilmadigini



gostermektedir (Sanl ve dig., 1990; Coksdyler ve dig., 1996; Ozkaya ve dig., 2002). Bu
sorunun iiretim ve satis yerlerinde gergeklestirilecek yogun denetimlerle biyuk Olcude

asilabilecegi distiniilmektedir.

1.2.5. incirlerde Aflatoksin Kontaminasyonunun Onlenmesi ve Giderilmesi

Bir¢ok gida maddesi ve hayvan yeminde oldugu gibi incir meyvesinde de kiif
kontaminasyonu ve mikotoksin olusumunun Onlenmesine yonelik alinacak koruyucu
tedbirler, incirde aflatoksin probleminin ¢éziimii i¢in en akilci yol gibi goriinmektedir.
Ancak bu iste basarili olunup olunmadiginin veya ne denli basarili olundugunun
Olciilmesi uygulamada 6nemli zorluklar icermektedir. Ayrica incirin dogal hassas yapisi
ve incir sezonunda, s6z konusu olabilen olumsuz iklim kosullar1 nedeniyle bu tiir
koruyucu onlemlerin pek de etkin bir sekilde alinamadigi, alinsa bile pek de etkili
sonuglar vermedigi de bir gergektir. Bu nedenlerle birgok gida maddesinde oldugu gibi
incirde de aflatoksinlerin giderilmesi veya azaltilmast amaciyla calismalar

gerceklestirilmistir.

Bugiin iilkemizde incir isletmelerinde uygulanan ve fiziksel bir ayirma olarak
nitelendirebilecegimiz pratik bir yontem ile kuru incirlerdeki aflatoksin sorununun
biiyiik olciide oniine gecilmistir. Bu yontem kuru incirlerin uzun dalga boylu (365 nm.)
ultraviyole (UV) 151k altinda incelenmesiyle ortaya ¢ikan ve aflatoksin varligiyla
arasinda c¢ok siki bir iliski oldugu saptanmis parlak yesilimsi sar1 floresans (bright

greenish yellow fluorescence = BGYF) veren incirlerin ayiklanmasidir.

Pamuk ve musir gibi iiriinlerde cesitli calismalarla (Marsh et al., 1969; Fennell et al.,
1973; Zeringue et al., 1999) ortaya konan aflatoksin ile BGYF iliskisi {lizerine, kuru
incirlerde ilk defa Steiner et al. (1988) tarafindan g¢alisilmistir. Calismada oncelikle
2500 adet (yaklastk 56 kg) kuru incir alinmig ve bu kitlenin aflatoksin B: ile
kontaminasyon seviyesi 22.6 ppb olarak bulunmustur. UV 151k altinda tek tek incelenen
bu kitledeki incirlerin 62 tanesinin farkli alan genislikleri ve farkli yogunluklarda BGYF
verdikleri saptanmistir. Bu 62 incir tanesinin bagtaki 56 kg’lik kitleden ¢ikarilmasiyla

kalan incir kitlesindeki aflatoksin Bi seviyesinin 0.3 ppb’ye diistiigii goriilmiistiir.



Bunun iizerine yazarlar, incirlerde UV 151k altinda incelendiginde goriilebilen BGYF ile
aflatoksin kontaminasyonu arasinda ¢ok kuvvetli bir iliskinin var oldugunu ileri

stirmiislerdir (Steiner et al., 1988).

Aflatoksijenik Aspergillus kiiflerinin istilasina bagl olarak pamuk, misir ve kuru
incir gibi iriinlerde gerceklesen aflatoksin kontaminasyonunun bu iirlinlerde BGYF
veren bir bilesigin olugsmasina neden oldugu ve bu bilesigin ancak uzun dalga boylu UV
151k altinda incelendiginde fark edilebilecegi bildirilmistir. BGYF veren bu bilesigin
bitkilerdeki peroksidaz enziminin, fungal bir metabolit olan kojik asit ile reaksiyonu

sonucu ortaya ¢iktig1 6ne siiriilmiistiir (Zeringue et al., 1999).

Kojik asit sadece A. flavus ve A. parasiticus kiif tiirlerinin degil, ayn1 zamanda diger
birgok Aspergillus ve Penicillium cinsine ait tiirlerin de iirettigi bir metabolittir. Ayrica
kojik asit Ureten A.flavus suslarmmin hepsinin ayni zamanda aflatoksin {rettigini
soylemek yanlis olur. Ancak simdiye kadar yapilan ¢alismalarla aflatoksin Ureten A.
flavus suslarmin hepsinin ayni zamanda kojik asit iirettigi ortaya konmustur (Parrish et

al., 1966; Steiner et al., 1988).

Floresans veren tiim incirlerin ayiklanmasi halinde bile yiginda halen aflatoksin
iceren taneler bulunabilmektedir. Bazi incirlerin aflatoksin ile kontamine oldugu halde
BGYF vermemelerinin nedenleri arasinda incirlerin gilines 1s181ina maruz kalmasi sonucu
floresans veren bilesigin yapisinin bozulmasi veya bu bilesigin yagan yagmurlarla
yikanip gitmesi sayilabilir. Ayrica bazi incirlerin i¢ kisminda yogun floresans
goriilmesine karsin dis kisminda floresans yogunlugunun azalabildigi bildirilmistir.
Ayrica simdiye kadar saptanamayan ve aflatoksin lretip kojik asit iliretmeyen bazi
suslarin dogada var olabilecegi de ileri siirilmiis ve tiim bunlarin aflatoksinle kontamine
bazi incirlerin BGYF vermemesinin nedeni olabilecegi bildirilmistir (Steiner et al.,

1988).

Doster ve Michailides (1998) de dogal infekte incirlerde goriilen BGYF’nin A.
flavus, A. parasiticus, A. tamarii ve A. alliaceus tiirleriyle iliskili oldugunu belirtmisler

ve bunlarla infekte bazi incirlerin BGYF gostermedigini bildirmiglerdir. Aragtiricilar bu



durumun kiif susu ve izolatindan kaynaklanmadigini ileri siirmiiglerdir. Ciinkii BGYF
gbzlenmeyen meyvelerden izole edilen bu kiifleri baska meyvelere asiladiklarinda
BGYF olustugunu saptamislardir. Ayni ¢alisma kapsaminda elde edilen diger bir sonug
da BGYF vermeyen bazi incirlerde aflatoksin bulunabildigi ve BGYF veren bazi

incirlerin de aflatoksin igermeyebildigidir.

Ulkemizde Demir ve dig. (1990) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada da BGYF
veren 92 kuru incir Orneginin 54’iinlin saptanabilir miktarin (1 ppb’nin) altinda
aflatoksin icerdigi bildirilmistir. Bu sonug, aslinda aflatoksinle kontamine olmayan
incirlerin, BGYF g0stermesi nedeniyle, sanki aflatoksinle kontamineymis gibi muamele

gordiigiinii ortaya koymaktadir.

UV stk veren lamba altinda BGYF gosteren tanelerin ayiklanmast metodu
tilkemizde incir isletmelerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu metot; BGYF
veren tiim incirlerin aflatoksinli grup i¢inde kabul edilmesi sonucu iiriin kaybina yol
acmasi, aflatoksinle kontamine bazi incirlerin BGYF vermemesi nedeniyle fark
edilmemesi sonucu y1gindan ayiklanmamasi ve incirlerin tek tek incelenmesi i¢in yogun
is giicii gerektirmesi gibi olumsuzluklar1 da beraberinde getirir. Ayrica UV lamba
altinda ayrilan incirlerin insan gidasi veya hayvan yemi olarak tiiketilme olasiliklarinin

bulunmamasi da ekonomik a¢idan 6nemli kayiplara neden olmaktadir.

Iste bu nedenlerle UV lamba altinda fiziksel yolla ayirmaya alternatif olarak, fiziksel,
kimyasal ve biyolojik yontemler veya bunlarin kombine uygulamalariyla incirlerdeki

aflatoksinlerin giderilmesine dair ¢aligmalar gerceklestirilmistir.

Altug et al. (1990) incirlerde aflatoksin degradasyonu icin sodyum bisiilfit, 1si1,
hidrojen peroksit ve UV radyasyonun ayr1 ayr1 veya kombine etkilerinin denendigi bir
calisma gerceklestirmislerdir. Bu ¢calismada 250 ppb aflatoksin Bi ile kontamine edilmis
kuru incirler % 1’lik sodyum bisiilfit ¢ozeltisine daldirilmis ve bu maddenin tek basina
ve hidrojen peroksit, 1s1 ve UV radyasyonu ile birlikte etkileri arastirilmistir. Calisma
sonucunda kuru incirlerin tek basina % 1°lik sodyum bisiilfit ¢ozeltisiyle muamelesinde

25 °C’de 2 giin bekletme ile % 25, 3 giin bekletme ile % 28 oraninda bir degradasyon



elde edildigini bildirmislerdir. % 1°lik sodyum bisiilfit ¢ozeltisine daldirilmis incirlere 1
saat siireyle 45, 55 ve 65 °C sicaklik uygulandiginda aflatoksin Bi seviyesinde sirasiyla
% 48.3, % 56.9 ve % 68.4 oraninda degradasyon elde edildigi bildirilmistir. Aym
calismada % 1’lik sodyum bisiilfit igeren incir 6rnekleri % 0.2’°lik H202 ¢ozeltisi ile 10
dakika siire ile muamele edildikten sonra 25°C’de 24, 48 ve 72 saat bekletilmis ve
bekleme siireleri sonunda sirasiyla % 25, 59.7 ve 65.5 oraninda degradasyon
gerceklestigi bildirilmistir. S6z konusu ¢alismada incirlerdeki aflatoksini degrade
etmede 385 nm’de UV radyasyonu ile 30 dakika siireyle muamelenin etkisini arastirmak
amaciyla 6rnekler yalnizca UV radyasyonu ile muamele edildiklerinde aflatoksin B:1’in
degradasyon orani % 45.7 olarak saptanmistir. Bu oran % 1°lik sodyum bisiilfit icerecek
sekilde muamele gormiis incirlerde % 48.6, % 1’lik sodyum bisiilfit iceren ve daha
sonra % 0.2’lik H20, ile muamele edilen drneklerde ise % 42.8 olarak belirlenmistir.
Arastiricilar  sonu¢  olarak  sodyum  metabisiilfitin  incirlerdeki  aflatoksinin
degradasyonunda tek basina fazlaca etkili olmadigint ancak H20 ve 1s1 kullaniminin bu

etkiyi biiyiik dl¢iide arttirdigini belirtmislerdir.

Benzer bir calismada (I¢ibal ve Altug, 1992) kontamine edilmis kuru incirlerde
kiikiirt dioksidin tek basina ve 1s1, UV radyasyon ve H2O: ile birlikte aflatoksin
degradasyonunda etkinlikleri aragtirllmigtir. Calisma sonucunda test edilen muameleler
icinde en diisiik degradasyon oranlart 750 ppm SO: islemi ile muamele sonunda tiim
aflatoksinler (Bi1, B2, Gi1, G2) igin % 14.28 olarak bulunmustur. Kuru incirlerde
aflatoksin degradasyonunda en etkin teknik olarak belirlenen 2000 ppm SO2+% 0.2
H202+55°C’lik 151l islem ile aflatoksin B1, B2, G1 ve G2’de sirastyla % 92.85, % 96.42,
% 96.42 ve % 93 oraninda degradasyon elde edilmistir.

Bir bagka ¢alismada da (Elmaci ve Altug, 1994), SO2 gazinin tek bagina ve 1s1, H2O>
ve yikama uygulamalari ile birlikte kuru incirlerde aflatoksin degradasyonuna etkisi
endiistriyel boyutta incelenmistir. Bu amacla 2000 ve 4500 ppm olmak iizere 2 farkli
konsantrasyonda SO gazi, 65 °C’de 2 saat 1s1l islem, % 0.2 H202 ve kaynak suyu,
klorlanmis kaynak suyu ve potasyum sorbat soliisyonu olmak tizere 3 farkli yikama
sivist 6800 ppb ve 900 ppb toplam aflatoksin igerigine sahip kuru incirlere
uygulanmistir. Klorlanmis kaynak suyu+4500 ppm SOz gaz1+65 °C’de 2 saat 1s1] islem



aflatoksin degradasyonunda en etkin uygulama olarak saptanmistir. Bu uygulama ile
6800 ppb toplam aflatoksin iceren incirlerde % 63, 900 ppb toplam aflatoksin igeren

incirlerde ise % 78 oraninda degradasyon saglanmistir.

Incirlerde aflatoksin probleminin ¢dziimiinde, son dénemlerde baslatilan ve
giinimiize degin siire gelen calismalar da s6z konusudur. S6zgelimi; 2001 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi (USDA)’na A. flavus kontrolli ile
incirlerin aflatoksin ile kontaminasyonunu azaltmak amaciyla bir proje verilmistir. Bu
proje kapsaminda A. flavus kontroll, toksijenik olmayan bir susun yayilmasiyla
gerceklestirilmeye c¢alisilacaktir. Toksijenik olmayan bu susun incir bahgelerinde
toksijenik A. flavus suslarmin yerini almasi i¢in caligilacaktir. Ayrica bir ¢ok incir
varyetesi de aflatoksijenik A. flavus suslarina karsi direngleri bakimindan incelenecektir.
2006’da tamamlanmas1 diigiiniilen bu proje ile incirlerdeki aflatoksin sorununa kokten

bir ¢6zlim getirilmesine ¢alisilacaktir (Anon., 2004g).

Gilinlimiizde incirde uygulanan yontemlere ek olarak daha once birgok gidada ve
yemde denenmis bazi kimyasal yontemlerin incirlerde aflatoksinleri elemine etmek i¢in

kullaniminin aragtirilmasi yararli ve pratik bir uygulama olacaktir.

1.3. Incirlerde Diger Fungal Yapilar

Incir, dogal hassas yapist ve kurutma prosesi boyunca gecirdigi riskli periyotlar
nedeniyle basta kiifler olmak iizere ¢ok ¢esitli organizmalarin istilasina uygun bir
meyvedir. BOLUM 1.2.2°de de bahsedildigi iizere, gerceklestirilen ¢alismalarla incirde
sadece aflatoksin {iireten kiiflerin degil, diger baz1 mikotoksinlerin ve baska fungal
yapilarin etmeni olabilecek bir¢ok kiif tilirline rastlanmistir. Belli zaman araliklariyla
gerceklestirilen birgok ¢alismayla (Askin ve dig., 1977; Zohri ve Abdel-Gawad, 1993;
Aziz ve Moussa, 2002) potansiyel okratoksin A fireticisi oldugu bilinen (Koriik, 2001)
Aspergillus ochraceus, Penicillium verrucosum ve P. aurantiogriseum’un, yine
potansiyel patulin iireticisi oldugu bilinen (Hasan, 2000) P. expansum, P. chrysogenum,

P. griseofulvum ve A. terreus’un ve hiicre duvarinda ergosterol igerdigi bilinen (Ghiretti



et al., 1995) Alternaria alternata, Aspergillus oryzae, Botrytis cinerea ve Penicillium

chrysogenum’un incir meyvesinde gelisme imkan1 bulabildigi gosterilmistir.

1.3.1. Incirlerde Gériilen Diger Mikotoksinler

Kiiflenme ortamindaki mikotoksinin ¢esidi ve yogunlugu kiiflenmeye katilan
mantarlarin tiirline, sayisina, gelisme diizeyine ve mikroekolojik kosullara gore
degisebilir. Ayn1 tiirden olan biitiin mantar suslar1 mikotoksin sentezleyemedigi gibi
uygun kosullar olusmadik¢a toksijenik mantar tiirleri de mikotoksin Uretemeyebilirler
(Sanl1 ve dig., 1990).

Son yillarda kuru incirlerde aflatoksinlerin yani sira baska bir mikotoksin ¢esidi olan
okratoksin A da, varligiyla sorun yaratip 6n plana ¢ikmaktadir. Bu nedenle kuru incirler
gerek lilkemizde gerekse yurt diginda bu toksin yoninden de incelenmektedir. Bu

amagla gergeklestirilen bazi caligmalarin sonuglar1 Cizelge 1.5°te verilmistir.

Cizelge 1.5: Kuru incirlerde okratoksin A mikotoksininin incelendigi ¢alismalarin

sonuglari

Arastirict (Y11) | Ornek sayisi Okratoksin A ile Kontaminasyon
kontamine ornek sayisi dizeyi (ppb)

Demir ve dig. 282 16 iz-62.9
(1990)
Zohri ve Abdel- 4 4 60-120
Gawad (1993)
Coksoyler  ve 92 1 10
dig. (1996)
Doster et al. 15 6 0-9600
(1996)
Anon. (1999) 20 belirtilmemis 0.2-0.8
Anon. (2002a) 21 1 151




Cizelge 1.5’teki sonuglardan yola ¢ikarak aflatoksin sorununun yani sira okratoksin
A olusumunun da kuru incir {iretiminde ve ihracatinda sorun olabilecegi

diistiniilmektedir.

Ayrica Aziz ve Moussa (2002) gergeklestirdikleri ¢alisma sonucunda aflatoksin ve
okratoksin A mikotoksinlerinden farkli olarak, inceledikleri 10 adet incir Grneginin

birinin 60 ppb seviyesinde sitrinin mikotoksini i¢cerdigini bildirmislerdir.

1.3.2. Farkli Mikotoksinlerin Bir Arada Bulunmasi (Co-occurence)

Gidalarda ve yemlerde gergeklesen kiif gelisimi ve mikotoksin olusumunun karmasik
ekolojisi, bu iirlinlerde birden fazla ¢esit mikotoksinin bir arada bulunmasi (Co-
occurrence) ile sonuglanabilmektedir. Farkli mikotoksinlerin bir arada bulunusu gerek
her bir mikotoksinin uretilen miktarlar gerekse kontamine materyalin toksisitesi tizerine
etkilidir (Miller, 1991).

Farkli mikotoksinleri es zamanli olarak biinyesinde bulunduran bir gidanin
tiketilmesi, viicuda mikotoksin bakimindan bir kompleksin alimi  olarak
degerlendirilebilir. Bu noktada temel soru: insan sagligt bakimindan farkli
mikotoksinleri bir arada almakla olusacak tehlikenin, bu mikotoksinlerin ayr1 ayri
alinmasiyla olusacak tehlikelerden daha biiyiik olup olmadigidir. Farkli mikotoksinlere
es zamanli maruz kalmakla viicutta olusabilecek potansiyel interaksiyonlar ve muhtemel
sinerjik toksik etkiler halen bilinmemektedir. Ancak son donemlerde gergeklestirilen
caligmalarla, ayn1 cins veya familya tarafindan {iretilen ve benzer kimyasal yapilar arz
eden mikotoksinlerin etki mekanizmalarinin ve toksisite profillerinin benzer olabilecegi

ortaya konmustur (Vargas et al.,2001; Speijer ve Speijer, 2004).

Bircok tarimsal iiriiniin, gidanin ve hayvan yeminin birden fazla mikotoksin cesidiyle
es zamanli kontamine olmast durumu ve boyutlarini yansitan birgok bilimsel ¢alisma
soz konusudur. Misirda fumonisinler, aflatoksinler, zearalenon, nivalenol ve
deoksinivalenoliin bir arada bulundugunu bildiren Ali et al. (1998), bugday ve misirda

okratoksin A ve sitrininin bir arada bulundugunu bildiren Vrabcheva et al. (2000),



fistiklarda siklopiazonik asit ve aflatoksinlerin bir arada bulundugunu bildiren Pinto et
al. (2001), misir ve arpada aflatoksin B1, fumonisin B1 ve okratoksin A’nin bir arada
bulundugunu bildiren Park et al. (2002) ve elmalarda patulin ve sitrininin bir arada
bulundugunu bildiren Martins et al. (2002)’1n raporlar1 bu calismalara 6rnek olarak

verilebilir.

Sanli ve dig. (1990) kuru incirleri farkli mikotoksin tiirleriyle es zamanl kirlenmeleri
yoniinden incelemislerdir. Ankara piyasasi ve Aydin yoresinden saglanan 54 adet kuru
incir Ornegini 4 cesit aflatoksin (B1, Bz, Gi, G2) ve okratoksin A mikotoksinleri
yoniinden incelemislerdir. Incelenen &rneklerin % 29.9’unun mikotoksinlerle kontamine
oldugu belirlenmistir. Kirlenme ¢esitliligi yoniinden yapilan degerlendirmelerde
orneklerin 12’sinde tek cesit (aflatoksin Bi veya okratoksin A), 2’sinde iki ¢esit
(aflatoksin B ve Bp; aflatoksin B1 ve okratoksin A), 2’sinde ii¢ ¢esit (aflatoksin By, Ba,
G1 veya G2) ve 1 ornekte de 4 cesit (aflatoksin B, Bz, Gi, G2) mikotoksin varligina
rastlanmustir. Yazarlara gore bu durum kuru incir meyvesinin A. flavus ve A. parasiticus
kiifleri i¢cin oldugu kadar diger bazi mantar tiirleri i¢in de uygun bir lireme ortami

olusturabilecegini ortaya koymaktadir.

Hasan (2000), saglam ve ciiriik elmalarin mikoflorasint ve mikotoksin igerigini
saptamak amaciyla bir calisma gerceklestirmistir. Incelenen 100 adet saglam elma
orneginde A. flavus, A. niger ve P. expansum tiirlerine sirasiyla % 100, % 63 ve % 50
oraninda rastlanirken incelenen ayni sayidaki ¢iirik elma orneginde ise A. niger, A.
flavus, R. stolonifer ve P. expansum tiirlerine sirasiyla % 83, % 67, % 58 ve % 53
oraninda rastlanmigtir. Ayn1 ¢aligma kapsaminda incelenen 30 adet elma 6rneginde ise
elmalarin c¢lirlimlis ve ¢liriimemis bolgelerinde ayr1 ayr1 mikotoksin analizleri
yapilmistir. Patulin mikotoksinine ¢iiriik bolgelerde 500-1000 ppb seviyelerinde
rastlanirken, c¢lirimemis bolgelerde 150-400 ppb seviyelerinde rastlanmistir.
Ciirimemis bolgelerde aflatoksine rastlanmazken c¢urik bolgelerde 110-350 ppb
seviyelerinde toplam aflatoksin tespit edilmistir. Gerek elma florasinda aflatoksin ve
patulin treticisi kiif tlirlerine es zamanli olarak rastlanmasi gerekse elmalarin ¢iirtik

kisminda aflatoksin ve patulin mikotoksinlerinin es zamanlh olarak saptanmasi bu iki



mikotoksin tiiriiniin es zamanli olarak {iretilebilecegi dogal bir ortamin varligini1 gézler

online sermektedir.

Farkli tiir mikotoksin iireticisi kiif tiirleri de dahil bir¢ok kiif tiiriinii florasinda
barindiran incir meyvesinin de ¢esitli mikotoksin tlrlerinin Uretilmesine uygun
olabilecek ve boylece farkl tiir mikotoksinleri biinyesinde barindirabilecek bir ortam
olabilecegi diistiniilmektedir. Farkli tiir mikotoksinlerin bir arada bulundugu gidalarin
insanlar  tarafindan tiiketilmesiyle dogabilecek muhtemel saglik sorunlari

diistintildiiginde bu konunun etraflica arastirilmasi gerekliligi ortaya ¢cikmaktadir.

1.3.3. Kiif ve Mikotoksin Indikatorii Olarak Ergosterol

Toksin olusumunun 6ncesinde bir gidadaki toksik funguslarin varligi, o gidanin insan
saglig1 ve kalite acisindan kabul edilebilirliginin bir gostergesi olarak kullanilabilir.
Gidalardaki kiiflerin fark edilmesi, karsilasilabilecek tehlikelerin erken bir belirteci
olabilmektedir (Buyiiksirin, 1993).

Bir gidadaki kiif varligin1 ve aktivitesini arasgtirmak icin geleneksel plak sayim
metotlar1 uzun zamandan beri kullanilmaktadir. Uzun zaman alic1 olmalarinin yani sira
bu metotlarla canli olmayan misel parcaciklarinin ve 1s1l islemden zarar gérmiis kif
yapilarinin degerlendirilememesi nedeniyle son yillarda bu amag¢ dogrultusunda bazi
yeni kimyasal ve biyokimyasal metotlar gelistirilmistir. Kiiflerin spesifik, yapisal
bilesenlerinden biri olan ve teshisi 1 saat gibi kisa bir siirede gergeklesen ergosterol
steroliinlin 6lculmesi de bu yeni metotlardan birisidir (Gourama ve Bullerman, 1995 ve
Saxena et al., 2001).

Ergosterol bircok fungus tiriiniin hiicre duvarmin Onemli bir bilesenidir.
Bakterilerde, yiksek bitkilerde ve boceklerde ya bulunmaz ya da iz miktarda bulunur
(Saxena et al., 2001 ve Kadakal et al., 2005). Bu da ergosteroliin funguslar igin spesifik
bir hiicre bileseni olmasii saglar. Ergosterol funguslardaki baskin sterol olmasina
ragmen her fungusta da bulunmaz. Ornegin aquatic phycomycetes’ler ve pas funguslar

blnyelerinde ergosterol icermezler (Gourama ve Bullerman, 1995)



Konu ile ilgili eski bir ¢alismada {igii aflatoksin iireticisi 5 A. flavus ve biri aflatoksin
ureticisi 3 A. parasiticus izolatinin suni besiyerinde gelismeleri sirasinda drettikleri
steroller incelenmistir. Test edilen tiim suslarin kolesterol, 5,7-ergostadienol ve

ergosterol sterollerini igerdigi bildirilmistir (Rambo ve Bean, 1974).

Incelenen bircok gidada kiif varhigi ile o gidanmn ergosterol igerigi arasinda bir
iliskinin mevcudiyeti birgok arastirici tarafindan ortaya konmustur (Seitz et al.,1977;
Seitz et al., 1979; Melcion et al, 1997; Taniwaki et al., 2001). Ergosteroliin; aflatoksin
B1 (Gourama ve Bullerman, 1995), okratoksin A (Olsson et al., 2002; Varga et al.,
2002), patulin (Kadakal et al., 2005), zearalenon (Zill et al., 1988), DON (Lamper et al.,
2000) gibi ¢esitli mikotoksinlerle yiiksek korelasyonlar gosterdigi de bildirilmistir.
Ayrica ergosteroliin aflatoksin Bi’den Once tespit edilebildigini bildiren Gourama ve
Bullerman (1997) ve sterigmatosistin, okratoksin A ve sitrininden 0Once tespit
edilebildigini bildiren Abramson et al. (1999), cesitli mikotoksinlerin sentezinde

ergosteroliin “erken uyar1 habercisi” olarak kullanilabilecegini vurgulamislardir.

Zill et al. (1988), suni besiyeri ortaminda Fusarium graminearum kiifiiniin geligimini
ve lrettigi zearalenon mikotoksinini, sentezlenen ergosterol miktarmni belirleyerek
izlemislerdir. Inkiibasyonun ilk 2 haftasinda kiif misellerinin hizli gelisimi nedeniyle
ergosterol seviyesinin hizla arttig1 gézlenmistir. Bu hizli artis1 daha yavasg bir artis takip
etmistir ki bu da kiifiin duragan gelisme fazina girdiginin bir gostergesidir. Ad1 gegen
kiiflin mikotoksini olan zearalenon olusumunun inkiibasyonun birinci haftasinin
sonunda yavas yavas basladigi ve bu anda miselladaki ergosterol igeriginin yaklasik 50
mg/kg oldugu saptanmistir. Gelismenin ileriki sathalarinda (inkiibasyonun 14.
giiniinden sonra) zearalenon tiretiminde hizli bir artis goézlenmistir. Bu durumda diger
birgok ikincil metabolit gibi bu mikotoksinin de kiif tarafindan duragan gelisme fazinda

tiretildigini gostermektedir.

Pirincin substrat olarak kullanildig1 zenginlestirilmis besiyeri ortaminda 3 farkli
konsantrasyonda asilanan 2 farkli kiif susunun 15 giinliik inkiibasyonu boyunca
sentezledikleri ergosterol ve okratoksin A mikotoksini arasinda herhangi bir iligkinin

var olup olmadig1 arastirllmistir. Gerek ergosterol gerekse okratoksin A ilk olarak



inkiibasyonun {iglinci glinii tespit edilmistir. Maksimum konsantrasyonlarina
inkiibasyonun 7-10. giinii ulasmiglardir. Daha sonra 2 bilesigin de konsantrasyonlarinda

bir azalma gozlenmistir (Saxena et al., 2001).

Kadakal et al. (2005) saglam ve farkli oranlarda yiizey ciirtikliigline sahip elmalardan
elde ettikleri ham meyve sularinin patulin ve ergosterol igeriklerini incelemislerdir.
Calisma sonunda ham meyve sularindaki ergosterol ve patulin miktarlarinin artan
curiikliik orani ile birlikte artis gosterdigi saptanmistir. Ayrica incelenen tiim 6rneklerde
patulin ve ergosteroliin dogrusal bir korelasyon i¢inde oldugu saptanmis ve ergosterol,

patulinle birlikte, elma sularinda yeni bir kalite parametresi olarak onerilmistir.

Gourama ve Bullerman (1995), farkli konsantrasyonlarda kiif sporlariyla asiladiklar
piring tanelerindeki kiif gelisimini ergosterol ve plak sayim yontemiyle 6lgmiisler ve bu
parametreler ile Tretilen aflatoksin miktar1 arasinda bir iliski olup olmadigimi
arastirmuslardir. Diisiik seviyelerde kiif sporuyla (<10* spor/kap) asilanan &rneklerde
canli kif sporlari, ergosterol ve aflatoksin Bi inkibasyonun 3. guniine kadar
saptanamamugtir. Hem aflatoksin B1 hem de ergosterol inkiibasyonun 6. giinii civarinda
maksimum seviyelere ulagip inkiibasyonun sonuna dogru bir azalis sergileyerek ayni
egilimi gostermislerdir. Yiiksek seviyelerde kiif sporuyla (>10* spor/kap) asilanan
orneklerde ise canli kiif sporlari ve ergosterol, aflatoksin Bi’den once saptanmustir.
Inkiibasyon periyodu boyunca ergosterol igerigi ile iiretilen aflatoksin Bi miktari
arasinda kurulan bdylesi bir iliskinin ergosterol ile aflatoksin Gi arasinda kurulamadigi

bildirilmistir.

Castro et al. (2002), 2 farkli su aktivitesi degerine (0.87 ve 0.95) sahip musir tanesi
orneklerini toksijenik A. flavus suslariyla asilayip 25 °C’de inkiibasyona tabi
tutmuslardir. Inkiibasyon boyunca saptanan maksimum ergosterol miktarmim 0.87 ve
0.95 su aktivitesi degerleri i¢in sirastyla 12.1 ve 73.4 ppm oldugu bildirilmistir. 2 su
aktivitesi degeri i¢in de ergosterol ve aflatoksin Bi igerikleri ayni egilimi
gostermiglerdir. Ancak bu egilim benzerliginin ergosterol ile aflatoksin B> arasinda s6z

konusu olmadig: bildirilmistir.



Goriildiigii gibi, farkli gidalarda gerceklestirilen calismalarla kif varliginin bir
indikatorii olan ergosterol, farkli mikotoksin tiirleriyle de iliskilendirilmistir. Elimizdeki
literatlir bilgilerine gore kuru incirlerde boyle bir iliskilendirmeyi i¢eren bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Gerek iilkemizde gerekse dilinyada aflatoksin kontaminasyon
diizeyiyle zaman zaman asilmast gii¢c problemler yaratan kuru incirlerde boyle bir
calismanin bulunmamasi bir eksikliktir. Ayrica dogal hassas yapist ve kuruma prosesi
boyunca geg¢irdigi riskli periyotlar nedeniyle ¢ok cesitli kiiflerin istilasina uygun bir
meyve olan incirde olusmast muhtemel diger mikotoksinlerin de arastirilmasi
gerekmektedir. EIma ve Urunleri basta olmak iizere bir ¢ok meyve ve meyve liriiniinde
problem olusturdugu bilinen patulin ireticisi funguslarin incirdeki kiif florasinda
bulundugu daha 6nce gergeklestirilen flora tespiti calismalariyla ortaya konmustur. Bu
durum, mikotoksin olusumuna karst hassas olan incir meyvesinde patulin olusumu

riskini gozler 6niine sermektedir.

Ihracat ve yurt ici tiiketiminde zaman zaman giindeme gelen kuru incirlerde
aflatoksin probleminin ¢6ziimii lilkemiz glindemi ve insan sagligi acisindan &ncelikli
gereksinimlerden biridir. incirlerde aflatoksin probleminin ¢dziimiinde kiif bulasmasinin
ve mikotoksin liretiminin onlenmesi en mantikli yol gibi goriinse de pratikte pek de
uygulanabilir nitelikte degildir. Ayrica kuru incirlerde aflatoksin probleminin
¢ozlimiinde yaygmn olarak kullanilan UV lamba altinda BGYF veren incirlerin
ayiklanmasi yontemi; gerek aflatoksinli incirleri aflatoksinsizmis gibi sayip insan
saglig1 agisindan tehlikeli, gerekse aflatoksinsiz incirleri aflatoksinliymis gibi sayip tilke
ekonomisi ag¢isindan olumsuz sonuclara yol acabilmektedir. Bu nedenle incirde,
giiniimiizde uygulanan bu yonteme ek olarak daha once bir¢ok gidada ve yemde
denenmis bazi kimyasal yontemlerin incirlerde aflatoksinleri elemine etmek icin

kullaniminin arastirilmasi yararli olacaktir.

Iste bu diisiincelerle asagida siralanan amagclar dogrultusunda bu ¢alisma

gerceklestirilmistir:

o Kuru incirlerde ergosterol diizeyinin tespitinin, kiif gelisimine bagh

gerceklesen aflatoksin olusumunu 6l¢mek i¢in uygun bir test olup olmadigini saptamak



. Incirin, farkl1 bir mikotoksin olan patulin iiretilebilmesi i¢in ne denli uygun
bir ortam oldugunu arastirmak, patulin {ireticisi kiifler ile incirde esas sorun teskil eden
aflatoksin iireticisi kiifler arasindaki etkilesim hakkinda fikir sahibi olmak

o Farkli kimyasallar ve fiziksel ydntemlerin kombine etkisinin incirlerde

aflatoksinlerin azaltilmasinda ne derece etkin oldugunu aragtirmaktir.

Ayrica bu arastirma sonucunda elde edilecek verilerin sonuglarina bagli olarak

ileride bu konuda yapilmasi1 muhtemel ¢esitli aragtirmalara 1s1k tutulabilecektir.
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Aragtirma iki asamali olarak gerceklestirilmistir. Birinci asamada farkli nitelikteki
kuru incir orneklerinde aflatoksin, patulin ve ergosterol miktarlart belirlenerek bu
maddeler arasindaki iliski ortaya konmaya ¢alisiimistir. ikinci asamada ise kuru incir
ekstraktlarina farkli miktarlarda asit veya baz ilave edilerek farkli sicakliklarda farkli

stireler 1s1l islem uygulamasiyla aflatoksin miktarindaki degisim arastirilmistir.

2.1. Kuru Incir Orneklerinde Aflatoksin, Patulin ve Ergosterol

Tayini
2.1.1. Materyal

Arastirmanin tiimiinde, az ¢ekirdekli ve ince kabuklu olmasi nedeniyle kurutmalik

olarak iilkemizde tercih edilen “Sarilop” incir ¢esitlerinin kurular1 kullanilmistir.

Kuru incir Ornekleri incir isletmelerindeki uygulamaya paralel olarak 3 farkh

kategoride temin edilmis ve aragtirma bu 6rnekler lizerinden yiirlitiilm{istir.

I. Kategori (FLORESANS VEREN INCIRLER): incir isletmelerindeki aflatoksin
kontrol c¢adirlarinda UV lambalar altinda BGYF vermesi iizerine aflatoksinli oldugu
gerekgesiyle ayrilan ve igletmelerden alinip imha edilecegi depolara gonderilen kuru

incirlerdir.



II. Kategori (HURDALIK INCIRLER): Gelismesi, kurumasi veya isletmeye
taginmasi sirasinda muhtemelen ugradig: fiziksel zararlanmalar sonucu ¢iiriik, ¢atlak,
hasarli vb. oldugu gerekgesiyle ayrilan, olumsuz goriiniisiinden dolay1 biitiin halinde
dogrudan insan tiikketimine uygun olmadig: diisiiniilen ve daha ¢ok etil alkol ve pekmez

tiretiminde degerlendirilen diisiik kaliteli incirlerdir.

I11. Kategori (SOFRALIK INCIRLER): Incir isletmelerinde yikama islemine kadarki
kontrollerde BGYF verdigi veya hurdalik oldugu gerekgesiyle ayrilmayan ve insan

tiiketimine uygun olarak degerlendirilen iyi kalitedeki incirlerdir.

Sekil 2.1, 2.2 ve 2.3’te 3 farkli kategoride temin edilmis incir orneklerinin

fotograflar1 goriilmektedir.

Kuru incir 6rnekleri, 2004 yilinin Subat ay1 iginde Ege Bolgesi’nde kurulu 4 farkl
incir isletmesinden her bir kategori icin yaklasik 5 kg olacak sekilde toplanmustir.
Orneklerin alindigi incir isletmelerinin biri Merkez/Izmir’de, ikisi Kosk/Aydm’da ve

biri de Nazilli/Aydin’da bulunmaktadir.

2.1.2. Metot

4 incir isletmesinden her kategori icin alinan yaklasik 5’er kg’lik Ornekler kiyma
makinesinden (Esmak Topalogullari, Istanbul/Tiirkiye) ayr1 ayr gecirilmistir. Bu
kiyilmis incir kitleleri iyice yogrulmus ve bdylece aranacak maddelerin (aflatoksin,
patulin ve ergosteroliin) kitle icinde homojen bir sekilde dagilmasi saglanmistir. Bu
incir kitlelerinin yaklagik 2 kg’lik kismi aflatoksin, patulin ve ergosterol analizlerinde
kullanilmak {izere derin dondurucuda (Ugur, 300L, Nazilli-Aydin/Tiirkiye) -18 °C’de
muhafaza edilmistir. Arta kalan incir kitlesinde ise incirin genel kalitesini ortaya
koymak amaciyla suda ¢oziinen kuru madde (briks), pH ve titre edilebilir asitlik

tayinleri gerceklestirilmistir.



Sekil 2.2: Hurdalik incir 6rnekleri

Sekil 2.3: Sofralik incir drnekleri




2.1.2.1. Genel Kalite Analizleri

2.1.2.1.1. Suda Coézunen Kuru Madde (Briks) Tayini

Kiyilip yogrulmus kuru incir 6rneklerinden 10 g kadar tartilip 40 ml kadar suyla
beraber laboratuar karigtiricisinda (Waring, 34BL99, Connecticut U.S.A.) yiksek
devirde 3 dakika karistirilmistir. Daha sonra bu karisim kaba filtre kagidindan siiziilmiis
ve abbe refraktometre (Atago Co. Ltd., Nar-1T, Japan) ile suda ¢ézlinen kuru madde
miktar1 belirlenmistir (Cemeroglu, 1992). Sonuglar seyreltme faktorii dikkate alinarak

verilmisgtir.

2.1.2.1.2. pH Tayini

Kuru incir 6rneklerinde pH tayini potansiyometrik olarak pH metre (WTW, pH 330,
Weilheim/Germany) kullanilarak gerceklestirilmistir (Cemeroglu, 1992).

2.1.2.1.3. Titre Edilebilir Asitlik Tayini

25 g kiyilmis kuru incir kitlesi, 250 ml’lik 6l¢ii balonuna aktarilmis, balon saf su ile
hacmine tamamlanmis ve siddetlice ¢alkalanmistir. Daha sonra balon igerigi kaba filtre
kagidindan siiziilmiistiir. Bu siiziintiiden 25 ml alinarak 0.1 N’lik sodyum hidroksit
(NaOH, Merck, Darmstad/Germany) c¢ozeltisi ile titre edilmistir. Titrasyon doniim
noktas1 potansiyometrik olarak belirlenmis ve harcanan baz ¢dzeltisi miktar1 saptanip

sonugclar susuz sitrik asit cinsinden (g/l) hesaplanmistir (Cemeroglu, 1992).
2.1.2.2. Kuru Incir Orneklerinde Aflatoksinlerin Tayini
Kuru incir érneklerinde aflatoksin analizleri Tarim ve Koy Isleri Bakanligi, Denizli il

Kontrol ~ Laboratuar1  kapsamindaki =~ Mikotoksin ~ Analiz ~ Laboratuari’nda

gergeklestirilmistir.



2.1.2.2.1. Ekstraksiyon ve Temizleme

Analiz metodu olarak Stroka et al. (2000)’in 6nerdigi yontem kullanilmistir. Y 6ntem
immuno affinite kolon (IAC) saglayici firmanin direktifleri dogrultusunda modifiye
edilmistir (Anon., 2001). 25 g pargalanmis kuru incir 6rnegi 400 ml’lik Stomacher
aygiti Ornek torbasmin igine tartilmis ve 5 g sodyum kloriir (NaCl, Merck,
Darmstad/Germany) ve 125 ml % 80’lik metanol (CH3OH, Merck,
Darmstad/Germany):su (8:2) karisim1 drnek torbasinin icine eklenmistir. Ornek torbasi
laboratuar karigtiricisinin (Stomacher 400, England) icine yerlestirilmis ve karistirici
yiikksek devirde 120 saniye ¢alistirilmistir. Daha sonra torba igerigi filtre kagidindan
(Whatman No:4, Maidstone/England) siiziilmiistiir. Siiziintiden 15 ml alinip 30 ml
fosfat tampon ¢ozeltisi (phosphate buffer solution=PBS) (pH: 7.3) ile seyreltilmistir.
PBS; 8 g NaCl, 0.2 g potasyum klorir (KCI, Carlo Erba, Milano/Italy), 0.2 g potasyum
dihidrojen fosfat (KH2PO4, Merck, Darmstad/Germany), 1.16 g disodyum hidrojen
fosfat (Na2HPOQg4, susuz, Merck, Darmstad/Germany) ve 900 ml suyun karistirilip olusan

¢ozeltinin pH’sinin NaOH ile 7.3’e ayarlanmasiyla elde edilmigtir.

Seyreltilmis incir ekstraktindan 15 ml alinip oda sicaklifinda 3 ml/dakikalik sabit
akis hizinda aflatoksin immuno affinite kolondan (IAC) (AflaTest, Vicam Watertown,
MA, U.S.A.) gecirilmistir. Daha sonra IAC yaklasik 20 ml bidistile su ile yitkanmis ve
kuruluk saglanmasi i¢in siringa ile birka¢ defa hava gegirilmistir. Kolonda tutulmus
aflatoksinler 1 ml HPLC (high pressure liquid chromatography=yiiksek basingli sivi
kromatografisi) safliginda metanol (Merck, Darmstad/Germany) ve 1 ml % 1°lik asetik

asit (Merck, Darmstad/Germany) c¢ozeltisi ile elue edilmis ve bir sisede toplanmustir.

2.1.2.2.2. HPLC Analizleri

Incirlerden ekstrakte edilmis ve temizlenmis drneklerin kantitatif analizleri HPLC
cihaz1 (Agilent, 1100 series, U.S.A.) ve buna bagli c¢alisan bir floresans dedektorde
(Agilent, 1100 series, U.S.A., G1321A) gerg¢eklestirilmistir. Sivi kromatografisinde
kullanilan sulu ¢ozeltiler, aflatoksin B: ve G:’in floresans yayimnimlarini oldukga

diistirmektedirler. Bu olumsuzlugu gidermek amaciyla aflatoksin By ve G1’in kimyasal



yapilarinda degisiklik yapilarak floresans yaymimlarinin dedektdr tarafindan kolayca
teshis edilebilmesi i¢in tiirevlendirme islemi gergeklestirilmistir. HPLC kolonu ile
floresans dedektor arasina yerlestirilen bir hiicrede (Kobra Cell, Rhéne Diagnostics
Technologies Ltd., Lyon, France) elektrokimyasal olarak Uretilen bromin ile aflatoksin
B: ve Gi, daha vyiuksek floresans 0zellik gosteren tirevleri Boa ve Goi'ya
doniistiiriilmiistiir. Ornekler cihaza mikrosiringa (Hamilton, Bonaduz/Switzerland) ile

(100 pl) enjekte edilmistir.

Aflatoksin Bi, Bz, Gi1 ve Gy analizlerinin gergeklestirildigi HPLC cihazinin

ozellikleri ve analizlerdeki kromatografi kosullar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1: Aflatoksin Bi, B2, G1 ve G analizlerinin gergeklestirildigi HPLC

cihazinin 6zellikleri ve analizlerdeki kromatografi kosullari

HPLC Agilent, 1100 series, U.S.A.

Kolon ODS, partikiil cap1: 2um, 250*4.6 mm i¢ ¢ap

Pompa Quaternery pompa (Agilent 1100 series, G1311A)

Degasser Vakum degasser (Agilent 1100 series, G1322A)

Kolon firmi 25 °C’de sabitlenmis (Agilent 1100 series, Colcom, G1316A)
Dedektor Floresans  Dedektdér  (Agilent 1100  series, G1321A)

(Tahrik=excitation dalga boyu 362 nm’ye, yayim=emission dalga
boyu 455nm’ye ayarlanmis)

Mobil faz Isokratik; metanol:su (45:55)

Akis hiz1 1 ml/dakika

2.1.2.2.3. Aflatoksin Standart Cozeltilerinin Uygulanmasi

Aflatoksin standardi olarak mililitresinde her bir aflatoksin ¢esidi (Aflatoksin B, Bo,
G1 ve G2)’nden 250°ser nanogram igeren 6 ml metanol igerisinde ¢Ozlinmiis toplam
aflatoksin standart ¢ozeltisi (r-Biopharm Rhone Ltd., Glasgow/Scotland) kullanilmistir.

Aflatoksinler sabit akis hizindaki gelis zamanlar dikkate alinarak tespit edilmistir.



Sekil 2.4’te toplam aflatoksin standart ¢ozeltisinin olusturdugu kromatogram
goriilmektedir. Sekilden gorildiigii tizere belirtilen kromatografi sartlarinda aflatoksin
G2 5-6. dakikalar arasinda, aflatoksin Gi 7-8. dakikalar arasinda, aflatoksin Bz 9-10.
dakikalar arasinda ve aflatoksin B1 11-12. dakikalar arasinda pik vermektedir. Sekil

2.5’te ise aflatoksin standart ¢ozeltileri ile ¢izilen kalibrasyon egrileri goriilmektedir.

FLD1 A, Ex=362, Em=455 (AFLA2004\09110411.D)
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Sekil 2.4: Toplam aflatoksin standart ¢ozeltisine ait kromatogram
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Sekil 2.5: Aflatoksin standart c¢ozeltileri ile ¢izilen kalibrasyon egrileri (a):
Aflatoksin Bi’in kalibrasyon egrisi, (b): Aflatoksin Bz’nin kalibrasyon egrisi, (c):
Aflatoksin G1’in kalibrasyon egrisi, (d): Aflatoksin G2’nin kalibrasyon egrisi

2.1.2.2.4. Aflatoksin Ekstraktlarinda Geri Alma Denemeleri

Aflatoksin ekstraksiyon yonteminin verimini belirlemek amaciyla her bir aflatoksin
cesidi i¢in kontaminasyon diizeyi ayn1 yontem ve cihaz kullanilarak o6nceden
belirlenmis 3 adet 6rnege konsantrasyonlar1 bilinen aflatoksin standart ¢ozeltilerinden
belirli miktarlarda ilave edilmistir. Ornekler iyice karistiriip 2 saat kadar oda
sicakliginda bekletilmislerdir. Daha sonra ayni yontemle orneklerin ekstraksiyonu
gergeklestirilmis ve HPLC cihazina enjeksiyonlar1 yapilmistir. Islem sonunda ortalama
geri kazanim oranlar aflatoksin Bz igin % 83, B2 igin % 77, Gz icin % 83 ve G2 igin %
60 bulunmustur. Kuru incir drneklerinin HPLC’de okutulmasiyla elde edilmis veriler
ortalama geri kazanim oranlar1 dikkate alinarak hesaplanmis ve sonuglar bu sekilde

verilmistir.



2.1.2.3. Kuru Incir Orneklerinde Patulin Tayini

Kuru incir orneklerinde patulin analizleri Konfrut Gida San. ve Tic. A.S.’ye ait
Meyve Suyu Fabrikasi’nin (Akkent, Cal/Denizli) Mikrobiyoloji ve Mikotoksin Analiz

Laboratuari’nda gergeklestirilmistir.

2.1.2.3.1. Ekstraksiyon

Kuru incir orneklerinde patulin tayini HPLC kullanilarak, elma sularinda
kullanilmast 6nerilen metoda gore gerceklestirilmistir (Anon., 1993). Yontem HPLC
kolonu saglayici firmanin direktifleri dogrultusunda modifiye edilmistir. Kiyilip
yogrulmus incir kitlesinden 25 g tartilip 6rnek torbasina konmustur. Torbanin i¢ine 25
ml etil asetat (Merck, Darmstad/Germany) ilave edilmis ve torba laboratuar
karistiricisina  (Stomacher)  yerlestirilip karistirict  yiiksek devirde 120 saniye
calistirilmistir. Daha sonra torba icerigi kaba filtre kagidindan siiziilmiis ve stztntu 100
ml’lik bir ayirma hunisine alinmistir. Filtre kagidinin tizerinde kalan kuru incir pargalari
ayn1 Ornek torbasina geri alinip 25 ml taze etil asetat ile tekrar ekstrakte edilmis ve ayn1
filtre kagidindan siizlilmiistiir. Bu islem her bir 6rnek i¢in 3 kere tekrarlanmig ve en
sonunda kalan incir pargalar1 atilmistir. Ayirma hunisine siiziilen filtratin tizerine 10 ml
% 3’liik sodyum karbonat (Carlo Erba, Milano/Italy) ¢ozeltisi ilave edilmis ve 1 dakika
calkalanmistir. Siire sonunda ayrilan fazlardan alttaki bagka bir ayirma hunisine alinip
taze etil asetat ile yeniden ekstrakte edilmis ve islem sonunda alt faz atilmistir. Elde
edilen st fazlar birlestirilmis ve icine 5 damla glasiyel asetik asit (Merck,
Darmstad/Germany) ilave edilerek 250 ml’lik bir evaporasyon balonunda toplanmuistir.
Balon icerigi 40 °C’deki su banyosu iginde rotary evaporatorde (Buchi Rotavapor, R-
114, Switzerland) 1-2 ml kalincaya kadar vakum altinda evapore edilmistir. Balondaki
kalinti, her seferinde 1 ml etil asetat kullanarak birka¢ sefer yikanip 10 ml hacmindeki,
tiipe aktarilmigtir. Azot gazi altinda kuruluga kadar buharlagtirilan tiip 1.5 ml mobil faz
[40 ml tetrahidrofuranin (Merck, Darmstad/Germany) 1000 ml’ye % 3’likk asetonitril
(Merck, Darmstad/Germany) ¢ozeltisi ile tamamlanmasiyla hazirlanmistir.] ile yikanmis
ve olusan ¢dzelti eppendorf tiiplerine alinmistir. Ornekler HPLC de analiz edilene dek -

18 °C’de muhafaza edilmistir.



2.1.2.3.2. HPLC Analizleri

-18 °C’de muhafaza edilen patulin ekstraktlar1 oda kosullarina birakilmis ve
sicakliklart oda sicakligina ulaginca 0.45 pm capinda gozeneklere sahip polipropilen
mikrofiltrelerden (Schleicher&Schuell, Dassel/Germany) baska bir eppendorf tiipiine
siizilerek HPLC’ye (Shimadzu, Japan) mikrosiringa (Hamilton, Bonaduz/Switzerland)
ile (20 pl) enjekte edilmistir. Kullanilan HPLC cihazinin 6zellikleri ve patulin analizi

icin kromatografi kosullar1 Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2: Patulin analizinin gergeklestirildigi HPLC cihazinin 6zellikleri ve

analizdeki kromatografi kosullar

HPLC Shimadzu, Japan

Kolon Phenomenex, C18 100A, partikiil ¢cap1:5 pm, 250*4.6 mm
ic cap

Pompa Shimadzu LC (Liquid Chromatography)-10AT-VP

Degasser Shimadzu DGU-14A

Dedektor UV-VIS Shimadzu Photo Diode Array Detector (SPD-M

10A-VP) Olgiimiin gerceklestirildigi dalga boyu: 272 nm.
Sistem Kontroller Shimadzu SCI-10A-VP
Mobil faz Isokratik; 40 ml tetrahidrofuranin 1000 ml’ye % 3’liik

asetonitril ¢ozeltisi ile tamamlanmasiyla hazirlanmistir.

Akis hizi 0.5 ml/dakika

2.1.2.3.3. Patulin Standart Cozeltilerinin Uygulanmasi

Analizde 5 mg’lik patulin standard: (Sigma, P1639) kullanilmistir. Standarttan mobil
faz ile hazirlanan 25, 50, 100, 250 ve 500 ppb’lik ¢ozeltiler sirasiyla cihaza enjekte
edilmis ve standart kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (r>=0.9924, y=132.97x). Sekil 2.6’da
patulin standart c¢ozeltisinin (500 ppb) olusturdugu kromatogram goriilmektedir.
Sekilden goriildiigii lizere patulin piki belirtilen kromatografi sartlarinda 9. dakikanin



basinda gelmektedir. Sekil 2.7°de ise patulin standart ¢ozeltileri ile gizilen kalibrasyon

egrisi goriilmektedir.

mAll

Dakika

Sekil 2.6: Patulin standart ¢dzeltisine (500 ppb) ait kromatogram
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Sekil 2.7: Patulin standart ¢ozeltileri ile ¢izilen kalibrasyon egrisi



2.1.2.3.4. Patulin Ekstraktlarinda Geri Alma Denemeleri

Orneklerden patulinin ne derece verimli bir sekilde ekstrakte edildigini belirlemek
i¢in, ayn1 yontem ve cihaz kullanilarak kontaminasyon diizeyi dnceden belirlenmis 3
adet drnege konsantrasyonlart bilinen patulin standart ¢ozeltilerinden belirli miktarlarda
ilave edilmistir. Ornekler iyice karistirilip 2 saat kadar oda sicakliginda
bekletilmislerdir. Daha sonra ayni yontemle 6rneklerin ekstraksiyonu gergeklestirilmis
ve HPLC cihazina enjeksiyonlar1 yapilmistir. Islem sonunda ortalama geri kazanim
orant % 83 bulunmustur. Kuru incir 6rneklerinin HPLC’de okutulmasiyla elde edilmis
veriler bu ortalama geri kazanim orani dikkate alinarak hesaplanmig ve sonuclar bu

sekilde verilmistir.

2.1.2.4. Kuru Incir Orneklerinde Ergosterol Tayini

Kuru incir 6rneklerinde ergosterol analizleri Konfrut Gida San. ve Tic. A.S.’ye ait
Meyve Suyu Fabrikasi’nin (Akkent, Cal/Denizli) Mikrobiyoloji ve Mikotoksin Analiz

Laboratuari’nda gergeklestirilmistir.

2.1.2.4.1. Ekstraksiyon

Ergosterol ekstraksiyonu Ghiretti et al. (1995)’in onerdigi yonteme gore yapilmustir.
Kiyilip yogrulmus incir kitlesinden 10 g tartilip 500 ml’lik ekstraksiyon balonuna
aktarilmistir. Aktarma isleminde 50 ml saf su kullanilmistir. Daha sonra tlizerine 50 ml
etanol (Merck, Darmstad/Germany), 75 ml metanol (Merck, Darmstad/Germany) ve 10
g pellet halindeki potasyum hidroksit (KOH, Merck, Darmstad/Germany) ilave edilmis
ve geri sogutucuda 45 dakika ekstraksiyon uygulanmistir. Sise igerigi soguduktan sonra
kaba filtre kagidindan siizlilmiis ve siiziintii bir erlenmayere alinmistir. Geri sogutucu
balonu 25 ml metanol ile ¢alkalanmis ve aym filtre kagidindan siiziilmiistiir. Stiziintii
500 ml’lik ayirma hunisine aktarilmistir. Ayirma hunisine 50 ml n-heksan (Merck,
Darmstad/Germany) ilave edildikten sonra 1 dakika siire ile calkalanmistir. Uzerine
tekrar 40 ml n-heksan ilave edilmis ve 1 dakika daha calkalanmustir. ki fazin ayrilmas:

icin yaklasik 10 dakika beklendikten sonra alt faz bir erlene alinmis iist faz ise susuz



sodyum siilfat iizerinden 250 ml’lik evaporasyon balonuna siiziilmiistiir. Erlene alinmis
alt faz ayni ayirma hunisine aktarilarak 50 ml n-heksan ile tekrar ekstraksiyona tabi
tutulmustur. Iki fazin ayrilmasindan sonra alt faz atilmus, iist faz ise yine sodyum siilfat
tizerinden siiziilmiistlir. Birlestirilen ekstraktlar balonda yaklasik 2 ml kalincaya kadar
rotary evaporatorde 40 °C’lik su banyosunda evapore edilmistir. Daha sonra balon her
seferinde 1’er ml n-heksan ile birkag kez calkalanarak 10 ml’lik test tiipiine
aktarilmistir. Tiip igerigi azot gazi altinda evapore edilmis, daha sonra 5 ml’lik n-heksan
icinde ¢Ozindirilmistiir. Bu c¢ozeltinin 1.5 ml’si HPLC’ye uygulanmak iizere

eppendorf tiiplerine alinip derin dondurucuda -18 °C’de muhafaza edilmistir.

2.1.2.4.2. HPLC Analizleri

-18 °C’de muhafaza edilen ergosterol ekstraktlari oda kosullarina birakilmis ve
sicakliklart oda sicakligina ulaginca 0.45 pm capinda gozeneklere sahip polipropilen
mikrofiltrelerden baska bir eppendorf tiipline siiziilerek HPLC’ye (Shimadzu, Japan)
mikrosiringa ile (20 pl) enjekte edilmistir. Kullanilan HPLC cihazinin 6zellikleri ve

ergosterol analizi i¢in kromatografi kosullar1 Cizelge 2.3te verilmistir

Cizelge 2.3: Ergosterol analizinin gerceklestirildigi HPLC cihazinin 6zellikleri ve

analizdeki kromatografi kosullari

HPLC Shimadzu, Japan

Kolon Macherey-Nagel, Nucleosil 100-10 C18, partikiil ¢ap1:5 um,
250*%4.6 mm i¢ ¢ap

Pompa Shimadzu LC (Liquid Chromatography)-10AT-VP

Degasser Shimadzu DGU-14A

Dedektor UV-VIS Shimadzu Photo Diode Array Detector (SPD-M 10A-
VP) Olgiimiin gergeklestirildigi dalga boyu: 282 nm.

Sistem Shimadzu SCI-10A-VP

Kontroller

Mobil faz Isokratik; n-hekzan:isoamil alkol (95:5)

Akis hiz1 2 ml/dakika




2.1.2.4.3. Ergosterol Standart Cozeltilerinin Uygulanmasi

Ergosterol analizlerinde standart olarak 5, 7, 22-ergostatrien-3p-ol (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Sigma E-6510, Traufkichen/Germany) kullanilmistir. Standart
maddeden mobil faz i¢inde hazirlanan 1, 5, 10, 25, 50, 100 ppm’lik ¢bzeltiler cihaza
enjekte edilerek standart kalibrasyon egrisi cizilmistir (r>=0.9999, y=30663x). Sekil
2.8’de ergosterol standart c¢oOzeltisinin (50 ppm) olusturdugu kromatogram
gorilmektedir. Sekilden gorildiigli tlizere ergosterol piki belirtilen kromatografi
sartlarinda 3.5-4.0 dakikalar arasinda gelmektedir. Sekil 2.9°da ise ergosterol standart

cozeltileri ile ¢izilen kalibrasyon egrisi goriilmektedir.
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Sekil 2.8: Ergosterol standart ¢ozeltisine (50 ppm) ait kromatogram
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Sekil 2.9: Ergosterol standart ¢ozeltileri ile ¢izilen kalibrasyon egrisi

2.1.2.4.4. Ergosterol Ekstraktlarinda Geri Alma Denemeleri

Ergosterol ekstraksiyon yonteminin verimini belirlemek amaciyla, ayn1 yontem ve
cihaz kullanilarak kontaminasyon diizeyi oOnceden belirlenmis 3 adet Ornege
konsantrasyonlar1 bilinen ergosterol standart ¢ozeltilerinden belirli miktarlarda ilave
edilmistir. Ornekler iyice karistirilip 2 saat kadar oda sicakliginda bekletilmislerdir.
Daha sonra ayn1 yontemle orneklerin ekstraksiyonu gerceklestirilmis ve HPLC cihazina
enjeksiyonlar1 yapilmistir. Islem sonunda ortalama geri kazanim oram1 % 81
bulunmustur. Kuru incir 6rneklerinin HPLC’de okutulmasiyla elde edilmis veriler
ortalama geri kazanim orani dikkate alinarak hesaplanmis ve sonuglar bu sekilde

verilmistir.

2.1.2.5. istatistik Analizleri

Kuru incirlerin toplam aflatoksin, patulin ve ergosterol seviyeleri arasindaki iligkiyi
degerlendirmek i¢in Minitab-Mstat bilgisayar programi (Freed, 1991) kullanilmistir.
Farkli nitelikteki kuru incir Orneklerinin toplam aflatoksin, patulin ve ergosterol

igerikleri arasinda regrasyon analizleri gerceklestirilmistir.



2.2. Kuru Incirlerde Mevcut Aflatoksinlerin Parcalanma Diizeyinin

Belirlenmesi

2.2.1. Materyal

Caligmanin bu kisminda materyal olarak igletmelerde UV 151k altinda BGYF verdigi
icin aflatoksinli oldugu gerekgesiyle ayrilan kuru incirler kullanilmistir. Bu amagla,
farkli isletmelerden gelen muhtemelen aflatoksinle kontamine incirlerin toplandigi ve
Ege Bolgesi’nden ihracat yapan firmalarin olusturdugu birlige ait bir depodan farkli
firmalara ait yaklasik 20 kg kuru incir 2004’tin Subat ay1 i¢inde alinmustir.

2.2.2. Metot
2.2.2.1. Kuru incirlerin degradasyon ¢alismalarina hazirlanmalar:

Aflatoksin degradasyonu c¢alismalarin1 gerceklestirmek amaciyla, BGYF veren
incirlerin toplandig1 depodan alinan ve farkli firmalara ait oldugu bilinen yaklasik 20 kg
kuru incirin timii kiyma makinesinden gecirilmistir. Bu kiyilmis incir kitlesi iyice
yogrulmustur. Sonra 400 ml’lik 6rnek torbalarina 100°er gramlik porsiyonlar halinde
konmustur. Bu incir kitlelerini 1’e 3 oraninda seyreltmek amaciyla her bir 100 g’lik
porsiyon icin 300 ml saf su drnek torbasinin icine konmustur. Ornek torbasi laboratuar
karistiricisinin (Stomacher) igine yerlestirilmis ve karistiric yliksek devirde 120 saniye
calistirilmistir. Daha sonra 6rnek torbasi igerigi kaba filtre kagidindan stiziilmiistiir. Her
porsiyon i¢in elde edilen siiziintiiler bir bidonda biriktirilmis ve degradasyon c¢aligmalari

bu siiziilmiis incir ekstraktlarinda gerceklestirilmistir.

2.2.2.2.Incir ekstraktlarina uygulanan asitlendirme veya alkalilestirme ve 1s1l

islemler

Sulandirilip siiziilen kuru incir ekstraktlart % 0.5 ve % 1 oraninda sitrik asit

ilavesiyle asitlendirilmis veya 5N’lik NaOH ¢ozeltisi kullanilarak alkalilestirilmistir.



Daha sonra farkl: siire ve sicakliklarda 1si1l islem uygulanan bu ekstraktlarda aflatoksin

analizleri gergeklestirilmis ve aflatoksinlerin par¢alanma diizeyleri belirlenmistir.

Incir ekstraktlarinin asitlendirilmesinde sitrik asit (Merck, Darmstad/Germany)
kullanilmigtir. Terazide (Sartorius AG, Gottingen/Germany) % 0.5 sitrik asit ilavesi igin
1 g ve %]l sitrik asit ilavesi i¢in 2 g sitrik asit tartilmis ve bu tartilan sitrik asitler oda
sicakligindaki 200 ml incir ekstrakti i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir. Bu islemler sonunda incir
ekstraktlarinin pH’lariin % 0.5 sitrik asit ilavesiyle 3.5‘e ve % 1 sitrik asit ilavesiyle
3.1% dustiigii pH metre ile belirlenmistir. Daha sonra rotary evaporatorde uygulanacak

1s1l islem i¢in sise igerigi bir evaporasyon balonuna bosaltilmistir.

Incir ekstraktlarinin alkalilestirilmesinde ise 5 N’lik NaOH ¢ozeltisi kullanilmistir.
Bir beher i¢indeki 200 ml incir ekstrakti manyetik karistiricr ile siirekli karistirilirken
tizerine 5 N’lik NaOH c¢ozeltisinden damla damla ilave edilmistir. Bu sirada incir
ekstraktinin pH’s1 pH metre ile siirekli kontrol edilmistir. incir ekstraktlarinin pH’lar1 6,
8 ve 10’a ayarlanmistir. Daha sonra beher igerigi bir evaporasyon balonuna

bosaltilmistir.

Asitleri ilave edilen veya pH’lar1 ayarlanan ekstraktlara, rotary evaporatdrde sicakligi
50, 75 ve 100 °C’ye ayarlanmis su banyosu i¢inde 1 ve 2 saatlik 1s1l iglemler
uygulanmistir. Isil islem goérmiis incir ekstraktlar1 derin dondurucuda -18 °C’de analiz

edilene dek muhafaza edilmistir.

2.2.2.3.islem gormiis incir ekstraktlarinda aflatoksin analizleri

Derin dondurucudan ¢ikarilan incir ekstraktlar1 oda sicakliginda birakilarak
¢Ozdiirtilmiistiir. 100 g incir ekstrakti (25 g kuru incire tekabiil eder) 50 ml metanol ile

karistirilmis ve filtre kagidindan (Whatman No:4) siiziilmiistiir.

Bu asamadan sonra BOLUM 2.1.2.2°de anlatildig1 iizere PBS ile seyreltme, IAK’da
temizleme ve HPLC analizleri gerceklestirilerek asitlendirme veya alkalilestirme ve 1s1l

islem uygulanmis incir ekstraktlarinin aflatoksin igerikleri belirlenmistir.



UCUNCU BOLUM
BULGULAR VE TARTISMA

3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Kuru iIncir Orneklerinin Aflatoksin, Patulin ve Ergosterol

Icerikleri

Arastirmanin bu boliimiinde, incirlerin toksin igerigine 151k tutmak amaciyla 4 farkl
isletmeden alinan ve niteliklerinden dolay1 3 farkli kategoriye ayrilan (floresans veren,
hurdalik ve sofralik) kuru incir 6rneklerinin aflatoksin, patulin ve ergosterol icerikleri
tespit edilmistir. Ornekler, biri Merkez/Izmir’de, ikisi Kosk/Aydim’da ve biri de
Nazilli/Aydin’da bulunan isletmelerden almmustir. Izmir Merkez’de bulunan incir
isletmesi “Isletme 17, Aydin Koésk’te bulunan incir isletmeleri “Isletme 11" ve “Isletme
III”, Aydin Nazilli’de bulunan incir isletmesi ise “Isletme IV” seklinde kodlanmis ve

sonuglar bu kodlarla verilmistir.

Incelenen farkli nitelikteki kuru incir drneklerinin suda ¢dziinen kuru madde (briks),
pH ve titrasyon asitligi degerleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Briks degerleri floresans
veren incirler i¢in 67.5-73.8, hurdalik incirler i¢in 65-72.5 ve sofralik incirler igin 67.5-
73.8 araliginda bulunmustur. Kuru incirlerde pH metre ile potansiyometrik olarak
saptanan pH degerlerinin ise floresans verenlerde 4.30-4.50, hurdaliklarda 3.86-4.34,
sofraliklarda ise 4.14-4.34 araliginda oldugu saptanmistir. Titrasyon asitligi degerlerine
bakildiginda sofralik incirlerde saptanan degerlerin hurdalik ve floresans veren
incirlerde saptanan degerlere gore daha diisiikk oldugu goéze carpmaktadir. Titrasyon
asitligi degerleri floresans veren incirlerde 0.86-1.06, hurdalik incirlerde 0.96-1.22,
sofralik incirlerde ise 0.77-0.86 g sitrik asit (susuz)/100 g olarak bulunmustur.



Cizelge 3.1: Kuru incir 6rneklerinde suda c¢ozinen kuru madde (briks), pH ve

titrasyon asitligi degerleri

Suda ¢6zinen | pH Titrasyon
kuru madde asitligi
(Briks) (%) (% susuz sitrik
asit cinsinden)
isletme | 67.5 4.30 1.02
FLORESANS VEREN | [sletme II 67.5 4.37 1.06
INCIRLER Isletme I1I 70 4.50 0.86
Isletme IV 73.8 4.31 0.99
Isletme I 72.5 4.34 0.96
HURDALIK INCIRLER [ igletme II 725 4.23 1.12
isletme I1I 65 3.95 1.22
Isletme IV 72.5 3.86 1.29
isletme | 70 4.20 0.83
SOFRALIK INCIRLER | igletme II 67.5 4.34 0.77
isletme I1I 67.5 4.14 0.86
Isletme IV 73.8 4.34 0.83




Farkli nitelikteki kuru incirlerde saptanan aflatoksin Bi miktarlart Sekil 3.1°de
gosterilmistir. Aflatoksin B1 dlzeylerinin; floresans gosteren incirlerde 49.0-387.4 ppb,
hurdalik incirlerde 0-4.5 ppb ve sofralik incirlerde 0-0.2 ppb araliginda oldugu
saptanmistir. 4 isletmenin 3’linden alinan floresansl incirlerin aflatoksin B1 igerigi 250
ppb’den yiiksek bulunmus, bir isletmenin (isletme III’{in) incirlerinde ayni toksinin
diizeyi 49.0 ppb olarak saptanmistir. Hurdalik incirler i¢in aflatoksin B1 konsantrasyonu
bir isletmeden (Isletme I’den) alinan 6rneklerde 1 ppb’den yiiksek (4.5 ppb), diger 3
isletmeden alinan 6rneklerde 1 ppb’den diisiik bulunmustur. 4 isletmenin 3’{inden alinan
sofralik incirlerde tespit edilebilir diizeyin (0.1 ppb’nin) iizerinde aflatoksin Bi
saptanmazken sadece bir isletmeden (isletme II’den) alinan sofralik incirlerin aflatoksin

B: ile kontaminasyon diizeyi 0.2 ppb olarak tespit edilmistir.
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Sekil 3.1: Kuru incir 6rneklerinde saptanan aflatoksin B1 miktarlar



4 farkli igletmeden alinan kuru incir 6rneklerinde saptanan aflatoksin B2 miktarlari
Sekil 3.2°de goriilmektedir. Incelenen floresansli incirlerin 0.5-6.4 ppb araliginda
degisen diizeylerde aflatoksin Bz ile kontamine oldugu saptanmistir. Bu orneklerin
birinde (Isletme III’de) rastlanan diizey (6.4 ppb) diger &rneklerde rastlanan
diizeylerden oldukga yiiksektir. 4 isletmenin ikisinden alinan hurdalik incir 6rneklerinde
tespit edilebilir limitin Gzerinde aflatoksin B2 kontaminasyonu saptanmazken diger 2
ornegin ise 0.1 ppb ve 0.7 ppb diizeylerinde aflatoksin B ile kontamine oldugu
bulunmustur. Isletmelerden alinan sofralik incir drneklerinin higbirinin aflatoksin B ile

kontamine olmadig1 saptanmuistir.
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Sekil 3.2: Kuru incir 6rneklerinde saptanan aflatoksin B2 miktarlar



Sekil 3.3’de kuru incir Orneklerinin aflatoksin G ile kontaminasyon dizeyleri
gorulmektedir. Floresans gosteren incirlerde aflatoksin Gi duzeylerinin 56.6-165.0 ppb
araliginda degistigi saptanmistir. Bu 6rnekler arasindan biri (Isletme IV’ten alinan)
yuksek aflatoksin G; konsantrasyonuyla (165 ppb) 6ne ¢ikmistir. Aflatoksin G1 hurdalik
incir Orneklerinin 3’iinde saptanirken birinde ise saptanmamustir. Sofralik incir

orneklerinin higbirinde aflatoksin Gi tespit edilebilir limitin iizerinde bulunmamustir.
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Sekil 3.3: Kuru incir 6rneklerinde saptanan aflatoksin G1 miktarlar



Sekil 3.4’te ise farkli nitelikteki kuru incir 6rneklerinde saptanan aflatoksin G2
miktarlart verilmistir. Aflatoksin Gz dizeylerinin, floresans veren incir 6rneklerinde
0.7-6.0 ppb araliginda degistigi saptanmistir. Bu orneklerin birinde (Isletme III’de)
rastlanan diizeyin (6.0 ppb) diger 6rneklerde rastlanan diizeylerden daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Hurdalik incir 6rneklerinin sadece birinde (isletme I’de) 0.5 ppb
duzeyinde aflatoksin G, saptanirken diger isletmelere ait hurdalik incir 6rneklerinin ve
dort isletmeye ait sofralik incir 6rneklerinin higbirinin tespit edilebilir limitin {izerinde

aflatoksin G2 igermedigi saptanmustir.
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Sekil 3.4: Kuru incir 6rneklerinde saptanan aflatoksin G2 miktarlari



Isletmelerden alinan farkl nitelikteki kuru incir 6rneklerinin, incelenen 4 farkl gesit
aflatoksinin (aflatoksin Bi, B2, Gi1, G2’nin) miktarinin toplami olan toplam aflatoksin
diizeyi ile kontaminasyon durumu Sekil 3.5’te goriilmektedir. Toplam aflatoksin
duzeyleri; floresans gosteren kuru incir érneklerinde 117.9-471.9 ppb, hurdalik incir

orneklerinde 0-8.3 ppb ve sofralik incir érneklerinde 0-0.2 ppb araliginda bulunmustur.
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Sekil 3.5: Kuru incir 6rneklerinde saptanan toplam aflatoksin miktarlar



Isletmelerden alinan kuru incir 6rneklerinde 4 aflatoksin cesidinin dagilimi yukarida
verildigi sekilde gergeklesirken bir baska mikotoksin olan patulinin farkli nitelikteki
incirlerde bulunma durumu Sekil 3.6’da gosterilmistir. Tiim isletmeler ic¢in, hurdalik
incir Orneklerinde saptanan patulin miktarlari, diger incir kategorilerinde saptanan
miktarlardan daha yiiksek bulunmustur. Hurdalik incirlerdeki patulin seviyelerinin 39.3-

151.6 ppb araliginda degistigi saptanmustir. Bu aralik, floresans veren incirler i¢in 24.7-

43.4 ppb, sofralik incirler i¢in ise 4.8-25.2 ppb olarak tespit edilmistir.
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Sekil 3.6: Kuru incir 6rneklerinde saptanan patulin miktarlari



Sekil 3.7°de ise incelenen kuru incir drneklerinde ergosterol dagilimi goriilmektedir.
Kategoriler arasinda en yiiksek ergosterol seviyesine hurdalik incirlerde rastlandigi,
ornekleri incelenen 4 isletmeden 3’1 i¢in sdylenebilir. Ergosterol seviyelerinin hurdalik
incirlerde 4.5-18.0 ppb, floresans veren incirlerde 4.5-10.2 ppb ve sofralik incirlerde

1.8-5.1 ppb araliginda degistigi saptanmustir.
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Sekil 3.7: Kuru incir 6rneklerinde saptanan ergosterol miktarlari



Farkli nitelikteki kuru incir Orneklerinde saptanan toplam aflatoksin, patulin ve

ergosterol seviyelerinin ortalamalar Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2: Farkli nitelikteki kuru incir 6rneklerindeki toplam aflatoksin, patulin ve

ergosterol seviyelerinin ortalamalari

Toplam Aflatoksin Patulin Ergosterol
(Ppb) (ppb) (Ppm)
Floresans veren 367.5 355 7.8
Hurdalk 2.5 80.8 11.8
Sofrahk 0.05 11.4 3.3

4 incir isletmesinden alinip incelenen sofralik kuru incir Orneklerinde saptanan
aflatoksin B1 ve toplam aflatoksin miktarlari, gerek tilkemizde yiiriirliikkte olan “Gida
Maddelerinde Belirli Bulaganlarin Maksimum Seviyelerinin Belirlenmesi Hakkinda
Teblig” (Anon., 2002b) ile gerekse Avrupa’da “Avrupa Toplulugu Yonetmeligi”
(Anon., 2002a) ile belirlenmis limitlerin ¢ok altinda bulunmustur (Aflatoksin By ve
toplam aflatoksin igin tlilkemizde yiirlirliikte olan yonetmelik sirasiyla 5 ve 10 ppb;
Avrupa Toplulugu Yonetmeligi ise sirasiyla 2 ve 4 ppb’lik sinirlamalar getirmistir).
Aym 6rneklerin patulin igeriklerinin WHO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan bildirilen
50 ppb’lik limitin (Artik ve dig., 2001) altinda oldugu saptanmustir. Ayrica gidalarda
kiiflenmenin ve kiiflenme diizeyinin belirlenmesinde kullanilabilme potansiyeli lizerine
Bertoni et al. (1994) tarafindan domates ve Urunleri igin onerilen 15 ppm’lik ergosterol
limit degeri de hicbir sofralik kuru incir 6rneginde asilmamistir. Iste tiim bu bulgular,
insan tiiketimine uygun olarak nitelendirilen ve i¢ piyasaya sunulmasi veya ihrag

edilmesi diistiniilen sofralik kuru incirlerde beklenen olumlu sonuglar1 yansitmaktadir.

Floresans veren 6rneklerde aflatoksin B: ve toplam aflatoksin seviyelerinin sirasiyla
49.0-387.4 ppb ve 117.9-471.9 ppb araliginda oldugu saptanmistir. Bu kadar yuksek
aflatoksin seviyelerde kontamine olma hali, floresans veren incirler icin beklenen bir
durumdur. Kuru incirlerin aflatoksin icerigi ile uzun dalga boylu UV 151k altinda verdigi

BGYF arasindaki iligski daha 6nceki ¢aligsmalarla ortaya konmustur (Steiner et al., 1988;



Demir ve dig., 1990). Zaten floresans veren incirler isletmelerde aflatoksinli oldugu

gerekeesiyle ayiklanmaktadir.

Hurdalik incirlerdeki aflatoksin B1 ve toplam aflatoksin seviyelerinin sirasiyla 0-4.5
ppb ve 0-8.3 ppb araliginda oldugu saptanmistir. Bu degerler Tiirkiye’deki 5 ppb’lik
aflatoksin B1 ve 10 ppb’lik toplam aflatoksin sinirlari dahilinde olup Avrupa’daki 2
ppb’lik aflatoksin B1 ve 10 ppb’lik toplam aflatoksin sinir degerlerinin lizerindedir.
Hurdalik olarak nitelendirilen incirler UV kontroliinden ge¢mis incirlerdir. O halde bu
durum baz1 incirlerin aflatoksin igerdigi halde UV 151k altinda BGYF gostermedigini
ortaya koymaktadir. Nitekim benzer bir durum Doster ve Michailides (1998) tarafindan
da bildirilmistir.

Isletmelerden alman farkli nitelikteki kuru incir 6rneklerinde 4 aflatoksin cesidinin
yani sira bir bagka mikotoksin olan patulin de incelenmistir. Bu incelemeler sonunda,
daha ¢ok pekmez ve alkol yapiminda kullanilan diisiik kaliteli hurdalik incir
orneklerinde 151.6 ppb gibi yiiksek seviyelerde patuline rastlanmistir. Bu durum, kuru
incir meyvesinin aflatoksin dreticisi Aspergillus tiirii kiifler i¢in oldugu kadar diger bazi
kiif tiirleri i¢in de uygun bir iireme ortami olusturabilecegini ileri siiren Sanli ve dig.
(1990)’in goriisiinii desteklemektedir. Aflatoksinlere floresans veren incirlerde, patuline
ise hurdalik incirlerde yiiksek seviyelerde rastlanmasi, bu mikotoksinlerin {reticisi
kiiflerin farkli ortam kosullarinda gelisip toksin iiretebildigini gostermektedir. Ayrica
calisma bulgularindan ¢esitli etkiler sonucu fiziksel yaralanmaya maruz kalmis incir
tanelerinde, saglam incir tanelerine gore patulin {ireticisi kiiflerin, kuruma periyodunda

daha kolay gelisme ve toksin iiretme imkan1 bulabilecegi sonucu ¢ikarilabilir.

Kuru incirlerden yapilan incir pekmezinin gerek dogrudan tiiketimi gerekse gida
sanayinde dolayli olarak kullanimi s6z konusudur. Hurdalik kuru incirlerde kanserojen,
mutajen ve teratojen etkili patuline yiiksek seviyelerde rastlanmasi, yapiminda hurdalik
kuru incirlerin siklikla kullanildigi incir pekmezi basta olmak {iizere bir¢ok incir

iriiniinde farkl bir tehlikenin var olabilecegini gozler dniine sermektedir.



Gergeklestirilen genis c¢apli literatiir arastirmasinda, incir ve lriinlerinde patulin
varligindan s6z eden herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Varlig ile elma ve elma
suyu basta olmak iizere birgok meyve ve meyve triiniinde problem olusturan, gesitli
toksik etkilere sahip patulinin kuru incirlerde de iiretilmis olabilecegi bulgusu ilk kez bu

calismayla ortaya konmustur.

4 isletmeden alinip incelenen floresansli incirlerde es zamanl olarak 24.7-43.4 ppb
araliginda patulin ve 117.9-471.9 ppb araliginda toplam aflatoksin bulunmustur.
Hurdalik incir 6rneklerinde de 39.3-151.6 ppb aralifinda patulin ve 0-8.3 ppb araliginda
toplam aflatoksinin birlikte bulundugu saptanmistir. Hangi incirlerde hangi
mikotoksinin baskin bulunacagi, muhtemelen o mikotoksinlerin iireticisi kiifler
arasindaki rekabetin bir sonucu olarak ortaya c¢ikmaktadir. Aflatoksin ve patulin
mikotoksinlerinin kuru incir 6rneklerinde bir arada bulunmasi, birden fazla mikotoksini
blnyesinde bulunduran gidalarin tiiketilmesiyle ortaya ¢ikabilecek sira disi saglik

sorunlar1 tehlikesinin de géz ardi1 edilmemesi gerektigini diisiindiirmektedir.

Calisma kapsaminda Ornekleri incelenen tiim isletmeler i¢in, hurdalik incirlerde
saptanan patulin miktarlari, diger incir kategorilerinde saptanan miktarlardan daha
yiiksek bulunmustur. En yliksek ergosterol seviyesine de hurdalik incirlerde rastlandigi,
ornekleri incelenen 4 isletmeden 3’1 icin sdylenebilir. Bu durum, bir kiif bileseni olan
ergosterol ile bir kif metaboliti olan patulin arasinda bir iligkinin kurulabilecegini
gostermektedir. Nitekim boyle bir iliskinin, farkli ¢iirikliik oranina sahip elmalardan
uretilen elma sularinda s6z konusu oldugu Kadakal et al. (2005) tarafindan da

bildirilmistir.

Hurdalik ve floresans veren orneklerde saptanan toplam aflatoksin, patulin ve
ergosterol seviyeleri arasinda regrasyon analizi gerceklestirilmistir. Bu maddelerin
herhangi ikisinin seviyesi arasinda hurdalik incir Orneklerinde istatistiksel olarak
anlamli bir iliski saptanmamistir. Floresans veren incirlerde de patulin ve ergosterol

seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski s6z konusu degildir.



Floresans veren incirlerde; toplam aflatoksin ile patulin arasinda ¢izilmis dagilim

grafigi Sekil 3.8’de verilmistir.
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Sekil 3.8: Floresans veren incirlerde toplam aflatoksin ile patulin arasindaki iliski

Floresans veren incirlerde toplam aflatoksin ve patulin gruplar1 arasindaki iligki
pozitiftir (R?=0.813) ve bu iliski regrasyon analizi sonucu istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (F=26.081, p<0.002).

Bu sonug, incirlerde aflatoksin tireten kiiflerin gelismesi ve aflatoksin iiretimi i¢in
uygun kosullarin olusmasi halinde, baska kiiflerin de incirde gelismesi ve patulin gibi
farkli  mikotoksinlerin  iretilmesi i¢in de wuygun kosullarin olusabilecegini

gOstermektedir.

Floresans veren incirlerde; toplam aflatoksin ile ergosterol arasinda ¢izilmis dagilim

grafigi ise Sekil 3.9°da verilmistir.

Floresans veren incirlerde toplam aflatoksin ve ergosterol gruplar1 arasindaki iligki
pozitiftir (R?=0.920) ve bu iliski regrasyon analizi sonucu istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (F=46.243, p<0.002).
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Sekil 3.9: Floresans veren incirlerde toplam aflatoksin ile ergosterol arasindaki iligki

Aflatoksin {ireticisi kiiflerin, inkiibasyon boyunca olusturdugu ergosterol miktari ile
sentezledigi aflatoksin miktar1 arasinda bir iliskinin var oldugu daha Once
gerceklestirilen ¢alismalarla ortaya konmustur (Gourama ve Bullerman, 1995; Castro et
al., 2002). Bu ¢alismada elde edilen sonug ise kiif tarafindan olusturulan ergosterol ve
sentezlenen aflatoksin miktarlar1 arasindaki bu iliskinin sadece inkiibasyon siiresince
degil, i¢inde ve/veya iizerinde kiif gelisimi ger¢eklesmis iiriinlerde de s6z konusu

olabilecegini gostermektedir.

3.2. Kuru Incirlerde Mevcut Aflatoksinlerin Parcalanma Diizeyleri

Calismanin bu asamasinda, kuru incir ekstraktlarina farkli miktarlarda asit veya baz
ilave edilerek farkli sicakliklarda, farkli siireler 1sil islem uygulamasiyla aflatoksin
miktarlarindaki degisim arastirllmistir. Calismanin  basinda heniiz  hi¢bir islem
uygulanmamis incir ekstraktlarinin HPLC’de analiz edilmeleriyle aflatoksin Bi, B2, G1
ve Gy diizeylerinin sirasiyla 34.5, 3.7, 8.9 ve 1.8 ppb oldugu tespit edilmistir. Calisma
sonunda incir ekstraktlarinda kalan toksin seviyeleri ve uygulanan islemlerle toksin

seviyelerinde gergeklesen % azalmalar Cizelge 3.3’de verilmistir.



Cizelge 3.3: Kuru incir ekstraktlarina uygulanan asitlendirme veya alkalilestirme ve
1s1l  islem uygulamalar1 sonuglar1 (*: Parantez i¢indeki sayilar baslangig

konsantrasyonuna gore % azalmalar1 vermektedir.)

ASIT UYGULAMALARI BAZ UYGULAMALARI
pH 3.1 pH 3.5 pH 6 pH 8 pH 10
SICAKLIK 1 saat 2 saat 1 saat 2 saat 1 saat 2 saat 1 saat 2 saat 1 saat 2 saat
Aflatoksin B(ppb) 50 °C 22,8 26,7 23,7 27,1 30,5 30,5 28,6 23,7 5,1 5,1
[baslangig (%34)* | %23) | ©631) | @21) | ®12) | (%12) | (%17) | (%31) | (%85) | (%85)
konsantrasyonu=34,5] 75°C 21,9 18,3 21,8 23,7 26,7 26,3 24,8 24,5 18 1,4
(%37) | 47) | ©37) | @31) | @23) | (%24) | (%28) | (%29) | (%95) | (%96)
98°C 12,0 8,6 17,5 14,5 26,0 245 23,4 21,1 11 1,0
(%65) | (%75) | (©649) | ©58) | (®25) | (%29) | (%32) | (%39) | (%97) | (%97)
Aflatoksin Bz(ppb) 50 °C 2,8 3,1 2,7 3,0 33 33 3,0 2,6 0,9 0,5
[baslangig %24) | 16) | @27) | @19) | @11) | (%11) | (%19) | (%30) | (%78) | (%87)
konsantrasyonu=3,7] 75°C 2,9 2,8 2,4 3,1 3,0 2,9 2,8 2,7 2,1 17
(%22) | (%24) | ©35) | @16) | (%19) | (%22) | (%24) | (%27) | (%43) | (%54)
98°C 2,9 3,2 2,5 2,8 2,6 2,3 2,3 2,0 1.2 1.2
(%22) | (%14) | %32) | @24) | (%30) | (%38) | (%38) | (%46) | (%68) | (%68)
Aflatoksin Gi1(ppb) 50 °C 5,9 6,9 6,0 6,9 6,6 6,6 438 4,0 0 0
[baslangig (%34) | (%23) | (%33) | ©23) | ®%26) | (%26) | (%46) | (%66) | (%100) | (%100)
konsantrasyonu=8,9] 75°C 5,6 47 5,7 6,2 6,3 5,8 4,0 36 1,0 0,7
(%37) | (%47) | (%36) | (30) | (%29) | (%35) | (%66) | (%60) | (%89) | (%92)
98 °C 3,6 23 4,8 338 438 4,0 2,0 1,2 0 0
(%60) | (%74) | (046) | ©57) | (46) | (%66) | (%78) | (%87) | (%100) | (%100)
Aflatoksin Ga(ppb) 50 °C 1,4 1,5 15 1,6 1,6 1,6 1,4 1,2 0 0
[baslangig %22) | @17) | ©@17) | @13) | @13) | (%13) | (%22) | (%33) | (%100) | (%100)
konsantrasyonu=1,8] 75°C 15 1,4 1,4 1,7 1,6 1,4 1,2 1.2 0,3 0
%17) | %22) | @22) | @10) | @13) | (%22) | (%33) | (%33) | (%83) | (%100)
98°C 1,5 1,5 13 1,6 13 1,0 0,8 0,7 0 0
%17) | @17) | (©28) | @13) | (®28) | (%44) | (%56) | (%61) | (%100) | (%100)
Toplam aflatoksin 50 °C 329 38,2 339 38.6 42,0 42,0 37,8 315 6,0 5,6
(ppb) [baslangic (%33) | (%22) | (31) | ®21) | (14) | (%14) | (%23) | (%36) | (%88) | (%89)
konsantrasyonu=48,9] 75°C 31,9 27,2 31,3 34,7 37,6 36,4 32,8 32,0 52 38
(%35) | (%44) | (%36) | (%629) | (%623) | (%26) | (%33) | (%35) | (%89) | (%92)
98 °C 18,0 15,6 26,1 22,7 34,7 31,8 28,5 25,0 2,3 2,2
(%63) | (%68) | (46) | (54) | (%629) | (%35) | (%42) | (%49) | (%95) | (%96)




Sekil 3.10°da pH’lan sitrik veya NaOH c¢ozeltileriyle ayarlanmis incir ekstraktlarinda
3 farkli sicaklik ve 2 farkli siire ile 1s1l islem uygulamalar1 sonrasinda kalan aflatoksin
B:1 miktarlar verilmistir. Aflatoksin B1 diizeyinde en az degradasyonun her 2 1s1l islem
siiresi i¢in de pH’s1 6’ya ayarlanmis O6rneklerde gergeklestigi goriilmiistiir. Uygulanan
her sicaklik derecesi i¢in pH 6’dan 3.1°e dogru ve 10’a dogru gittikge toksin
degradasyonu artmistir. pH’lar1 farkli degerlere ayarlanmis Orneklerde, 1sil islemde
uygulanan sicaklik derecesi arttik¢a aflatoksin B:1’in parcalanma orani da genel olarak
bir artis gostermistir. Isil islem siiresinin 1 saatten 2 saate c¢ikarilmasi ise aflatoksin
degradasyonunun bazi 6rneklerde (pH’s1 3.1, 3.5, 6 ve 8’e ayarlanip 98 °C’de 1s1l islem
uygulanmis orneklerde) artmasina ve bazi orneklerde (pH’s1 3.1 ve 3.5’e ayarlanip 50
°C’de ve pH’s1 3.5’e ayarlanip 75 °C’de 1s1l islem uygulanmis orneklerde) azalmasina

neden olmustur.

Sekil 3.11°de farkli pH degerlerine ayarlanmis incir ekstraktlarinin farkli sicaklik ve
siire 1s1l isleme maruz birakildiktan sonra ekstraktta kalan aflatoksin B, miktarlari
verilmistir. Aflatoksin B2 seviyesinde en az degradasyonun her iki 1s1l islem siiresi i¢in
de pH’s1 6’ya ayarlanmig orneklerde gergeklestigi goriilmiistiir. Uygulanan iki 1s1] islem
siiresinde de pH’st 3.1, 3.5, 6 ve 8’¢ ayarlanmis Orneklerin degradasyon sonuglari
arasinda ¢ok biiyiik farkliliklar géze ¢arpmamaktadir. Aflatoksin Bi i¢in gerceklesen,
sicaklik artisiyla toksinin degradasyon oraninin artiginin, aflatoksin B2’nin incelendigi
baz1 6rneklerden (6rnegin pH’s1 3.1, 3.5 ve 10’a ayarlanmig ekstraklardan) elde edilen
sonuclara bakildiginda bu toksin i¢in s6z konusu olmadigr goriilmektedir. Isil islem
stiresinin artisiyla pH’s1 3.1 ve 3.5’¢ ayarlanmig 6rneklerin aflatoksin B2 seviyesinde
dikkat ¢ekici bir degisim saptanamazken, pH’s1 6’ya ayarlanmis 6rneklerde 75 ve 98 °C
icin ve pH’lar1 8 ve 10’a ayarlanmis 6rneklerde uygulanan tiim sicakliklar i¢in 1s1] islem
siiresinin artisiyla aflatoksin B, degradasyonu da artmistir. Uygulanan her iki 1s1l islem
siiresi i¢cin de en yliksek degradasyon orani tiim sicaklik degerleri i¢in pH’s1 10’a

ayarlanmis 6rneklerde gerceklesmistir.
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Sekil 3.10: Farkli pH’lara ayarlanmig incir ekstraktlarinda farkli sicakliklarda 1s1l

islem uygulamalar1 sonrasinda kalan aflatoksin B1 miktarlari, (a): 1 saatlik 1s1l islem (b):

2 saatlik 151l islem
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Sekil 3.11: Farkli pH’lara ayarlanmis incir ekstraktlarinda farkli sicakliklarda 1sil
islem uygulamalar1 sonrasinda kalan aflatoksin B2 miktarlari, (a): 1 saatlik 1s1l islem (b):

2 saatlik 1s1] islem



Sekil 3.12°de sitrik asit ilavesi ve NaOH ¢ozeltileriyle pH’lar1 ayarlanmis incir
ekstraktlarinin farkli sicaklik ve siirelerde 1si1l isleme maruz birakilmalar1 sonrasindaki
aflatoksin Gi miktarlar1 verilmistir. Sekil 3.12 incelendiginde goriilebilecegi gibi
pH’lar1 3.1, 3.5 ve 6’ya ayarlanmis incir ekstraktlarinda 1sil islem uygulamalari
sonrasinda kalan aflatoksin Gi1 miktarlar1 degisse de bu degisimin sistematik olmadig1
saptanmistir. pH’ nin, 6’dan 10’a dogru artmasi ile aflatoksin Gi1 parcalanmasi artmistir.
Hemen hemen tiim orneklerde, her iki 1s1l islem siiresi i¢in de islem sicakliginin
artmasiyla aflatoksin G1’deki par¢alanma orani da artmistir. Bu genel egilimi bozan tek
ornek pH’s1 10’a ayarlanmis incir ekstraktlar1 olmustur. Bu 6rneklerde hem 1 hem de 2
saatlik islem siireleri icin aflatoksin Gi seviyesinin 50 ve 98 °C’lik sicaklik
uygulamalariyla saptanabilir limit olan 0.1 ppb’lik seviyenin altina diistiigli, 75 °C’lik
11l islem uygulamalari ile ise 1 saat sonunda 1.0 ppb’ye, 2 saat sonunda ise 0.7 ppb’ye
distiigii saptanmistir. Saptanan bu seviyelerin, tespit limitinin 0.1 ppb oldugu analiz

yontemi i¢in ¢ok da dnemsenecek bliylikliikte olmadigi diistiniilmektedir.

Sekil 3.13°de ise farkli pH degerlerine ayarlanmis incir ekstraktlarinin farkli sicaklik
ve sireler ile 1si1l isleme maruz birakildiktan sonra ekstraktta kalan aflatoksin G2
miktarlar goriilmektedir. 3.1, 3.5 ve 6 pH degerlerine sahip 6rneklerde aflatoksin B, ve
aflatoksin G i¢in gergeklesen ve sistematik olmayan toksin degradasyonu aflatoksin G2
icin de s6z konusudur. pH’s1 8’e ayarlanmig Orneklerin 1s1l isleme tabi tutulmalar
ardindan toksin seviyesinde diizenli bir degradasyon saglanmistir. pH’st 10’a
ayarlanmis orneklerde ise 75 °C’de 1 saatlik 1s1l islem uygulamasi hari¢ diger tim
orneklerde ise aflatoksin G2 seviyesi tespit edilebilir limitin altina distirilmiistiir. Bu
istisnai durumun aflatoksin Gi toksininin geri alim1 testlerinde elde edilen diisiik geri
alma oranmi (% 60)’ndan kaynaklandigi distiniilmektedir. Isil igslem sicakliginin ve
stiresinin arttirilmasi, ekstraktlardaki aflatoksin G2 nin par¢alanmasinda genel bir egilim

olusturacak diizenli bir degisiklige yol agmamuistir.
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Sekil 3.12: Farkli pH’lara ayarlanmis incir ekstraktlarinda farkli sicakliklarda 1s1l

islem uygulamalar1 sonrasinda kalan aflatoksin G1 miktarlari, (a): 1 saatlik 1s1l islem (b):

2 saatlik 151l islem
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Sekil 3.13: Farkli pH’lara ayarlanmis incir ekstraktlarinda farkli sicakliklarda 1s1l
islem uygulamalar1 sonrasinda kalan aflatoksin G2 miktarlari, (a): 1 saatlik 1s1l islem (b):

2 saatlik 151l igslem



Sekil 3.14’de pH’larnt sitrik asit ve NaOH ¢ozeltileriyle ayarlanmis incir
ekstraktlarinda farkli siire ve sicakliklarda 1sil islem uygulamalari sonrasi kalan ve
aflatoksin Bi1, B2, G1 ve Gz’nin toplamindan olusan toplam aflatoksin miktarlari
verilmistir. Sekilden en diisiik degradasyonun pH’s1 6’ya ayarlanmig oOrneklerde
gerceklestigi goriilmektedir. pH’st 3.1 ve 3.5°e ayarlanmis Orneklerde, 6rnek pH’sinin
ve 1s1l islem siiresinin degisimiyle toplam aflatoksin degradasyonunda diizenli olmayan
degisimler gozlenmistir. Diger 6rneklerde ise pH 10’a dogru gidildik¢e ve 1s1l islem
siiresi uzadikca toplam aflatoksin degradasyonunda genel bir artis egilimi saptanmustir.
Elde edilen bir baska sonu¢ da uygulanan 1s1l islem sicakliginin artmasiyla par¢alanan

toplam aflatoksin oraninin da artig gosterdigidir.

Asilerin sulu ¢ozeltileri ile muamele sonucu aflatoksin B1’den onun hidroksi analogu
Aflatoksin Boa ve aflatoksin Gi’den onun analog tiirevi aflatoksin G2a olustugu
bilinmektedir. Doyle ve Marth (1978a) ger¢eklestirdikleri bir ¢alismada pH’lart HCI’nin
sulu ¢ozeltisiyle ayarlanan 6rneklerdeki aflatoksin B1 ve Gi’de pH 4’te sirasiyla % 2.3
ve % 2.6, pH 3’te % 6.4 ve % 5.1 ve pH 2’de % 19.3 ve % 19.8 degradasyon
gerceklestigini  bildirmislerdir. Bahsi gecen calismada pH diistiikce gergeklesen
aflatoksin B: ve Gi’deki degradasyon artisi tarafimizdan gergeklestirilen bu ¢aligmada
pH 6’dan 3’e dogru gidildikce elde edilen sonuglarla uyumludur. Ancak bazi 6rneklerde
elde edilen sonuglar (Ornegin 2 saatlik 1sil islem uygulamasi ile aflatoksin Gi
seviyesinde gerceklesen degradasyon) bu genel egilime uymamaktadir. Bu durumun
asitlendirmede kullanilan sitrik asitten kaynaklandigi disiiniilmektedir. Bisiilfitlerin
oksidasyonunu geciktirerek aflatoksin B1 ve G1’in degradasyon hizini diisiirdiigii daha
once Doyle ve Marth (1978c¢) tarafindan rapor edilen sitrik asidin farkli mekanizmalarla
kuru incirlerde mevcut aflatoksinlerin degradasyonu (zerine olumsuz etkileri s6z

konusu olabilir.
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Sekil 3.14: Farkli pH’lara ayarlanmis incir ekstraktlarinda farkli sicakliklarda 1sil
islem uygulamalar1 sonrasinda kalan toplam aflatoksin miktarlari, (a): 1 saatlik 1s1l

islem (b): 2 saatlik 1s1l islem



Pons et al. (1972) gergeklestirdikleri ¢aligma sonucu, aflatoksin Bi’in hidroksi
anologu olan aflatoksin B2a’ya % 95 oraninda doniismesi i¢in pH 3’te 100 °C’de 6
saatlik bir uygulama gerektigini bildirmislerdir. Tarafimizdan gergeklestirilen bu
calismada da pH 3.1’de 98 °C’de (yaklasik 100 °C’de) 1 saat 1s1l islem uygulamasi
sonucu % 65, 2 saat 1s1l islem uygulamasi sonucu ise % 75 aflatoksin B1 degradasyonu

elde edilmistir.

Tabata et al. (1994), aflatoksin B1, B2, G1 ve G; igeren standart ¢ozeltileri % 1°lik
HCI ve H2SOs ¢ozeltileri ile 40 °C’de 16 saat muamele etmisler ve islem sonunda
aflatoksin B1 ve G1’in tiimiiniin B2a Ve G2a’ya doniistiiglinii, aflatoksin B2 ve G2’de ise
herhangi bir degisim gdézlenmedigini tespit etmislerdir. Bildirilen bu sonuglardan asit
uygulamasinin aflatoksin B2 ve Gz den ziyade B1 ve G Uzerinde etkili oldugu ¢ikarimi
yapilabilir. Tarafimizdan gergeklestirilen ¢alismada da bu ¢ikarima paralel sonuglar elde
edilmistir. Uygulanan tiim 1s1l islem siireleri ve sicakliklart i¢in asit ilavesiyle pH’s1
3.5’e ayarlanmis Orneklerde aflatoksin B1 ve Gi’de sirasiyla % 21-58 ve % 23-57
degradasyon elde edilirken aflatoksin B2 ve G2 degradasyonlari sirasiyla % 19-35 ve
%13-28 araliginda kalmistir. Yine tiim siireler ve sicakliklar i¢cin pH’s1 3.1°¢ ayarlanmis
orneklerde aflatoksin B1 ve Gi’de sirasiyla % 23-75 ve % 23-74 degradasyon
saglanirken aflatoksin Bz ve Gz’de ise sirasiyla % 16-24 ve % 17-22 araliginda

degradasyon gerceklesmistir.

Yukarida bahsi gecen c¢alismalarda, 6rneklerin pH’larim1 ayarlamak icin HCI ve
H2SO4 gibi kuvvetli asitler kullanilmistir. Bu asitlerin pH’y1 diistirmekten bagka kendine
has oOzelliklerinin de s6z konusu olabilecegi ve bu 0Ozelliklerin de aflatoksin

degradasyonunda etkili olabilecegi goz ardi1 edilmemelidir.

Aflatoksinleri alkali cozeltilerle muamele etmek de aflatoksin seviyelerinde
azalmalara yol agmaktadir. Parker ve Melnick (1966)’ya gore bu durum aflatoksinlerin
lakton halkasinin agilmasiyla suda ¢o6ziinebilir bilesiklere (aflatoksinlerin [-keto
asitlerine) doniismesinden kaynaklanir. Alkali kosullarin ytliksek sicakliklar (yaklasik

100 °C) ile birlikte uygulanmasi durumunda lakton halkasinin agilmasini



dekarboksilasyon takip eder. Hatta reaksiyon daha da ilerler ve aromatik halkadan

metoksi grubunun kaybi da s6z konusu olabilmektedir (Anon., 2004c).

Tabata et al. (1994); aflatoksin By, B2, G1 ve G; igeren standart ¢ozeltileri, % 1°lik
NaOH c¢ozeltisi ile 40 °C’de 16 saat muamele ettikten sonra incelemislerdir.Cozeltinin
pH’sinin 13’e yiikseldigini ve c¢ozeltideki tiim aflatoksinlerin seviyelerinin sifira
diistiiglinii saptamislardir. Bizim ¢alismamizda ise sifir seviyesine yani tespit edilebilir
limitin altina, sadece pH’s1 10’a ayarlanmis bazi 6rneklerdeki aflatoksin Gi1 ve Gz’de

rastlanmustir.

Uretim prosesinde, hammaddesi misirin alkali bir ¢ozelti ile muamele edilmesi de
dahil bir¢ok islem basamagini iceren ve daha ¢cok Latin Amerika’da tiiketilen bir gida
olan tortilla iiretiminde, dogal kontamine misirlardan kaynaklanan aflatoksinlerin
degradasyonu iizerine bazi ¢aligmalar gerceklestirilmistir. Price ve Jorgensen (1985),
tortilla Uretiminde farkli yontemler uygulamislar ve ¢alisma sonucunda toplam
aflatoksin seviyesinde % 46’ya varan azalmalar saptamiglardir. Yakin ge¢gmiste Torres
et al. (2001) tarafindan gerceklestirilen bir baska calismada da tortilla {iretiminde ticari
ve geleneksel olmak Uzere iki farkli yontem uygulanmistir. Ticari yontem, aflatoksinle
dogal kontamine misirlarin ve baz olarak Ca(OH)2’in kaynayan suya atilip karistirilmasi
ve 14 saat kadar bekletilmesinden ibarettir. Geleneksel yontemde ise dogal kontamine
musirlarin ve Ca(OH)2’in, 6nceden 98 °C’ye 1sitilmis suyun icine atilmasi ve 40 dakika
sireyle kaynatilmasi s6z konusudur. Bu kaynatma islemi ile misirlarin pH’simin
5.83’ten 6.79’a ylikseldigi, aflatoksin diizeylerinde ise yaklasik % 30 azalma meydana
geldigi saptanmistir. Tarafimizdan gerceklestirilen calismada da pH’s1 6’ya ayarlanmig
kuru incir ekstraktlarinin 98 °C’de 1 ve 2 saat 1s1l isleme maruz birakilmasiyla toplam

aflatoksin seviyesinde sirasiyla % 29 ve % 35 degradasyon saglanmustir.

Aflatoksinle kontamine drlnlerin bazlarla muamelesi sonucunda gergeklesen
aflatoksin degradasyonu her ne kadar olumlu bir sonu¢ gibi gortinse de, s6z konusu
iiriinlerde meydana gelebilecek olumsuz degisiklikler de goz ardi edilmemelidir.
Nitekim musirlarin NaOH ile muamelesi sonucu, yilizeylerinde yapiskan bir tabaka

meydana geldigi bildirilmistir (Moerck et al., 1980). Bu durumun, misirlarin amonyak



ile muamelesi sonucunda da s6z konusu oldugu ve iiriiniin islenmesinde problemler
olusturabilecegi bildirilmistir. Ayrica bazlar ile muamele edilen gidalarin besleyicilik
Ozelliginde de azalmalar s6z konusu olabilir. Dollear et al. (1968) aflatoksinle
kontamine bir fisttk gidasinin NaOH ile muamelesinin ardindan fizikokimyasal
ozellikleri ile oOlgiilen protein kalitesinde azalmalar gerceklestigini bildirmislerdir

(Moerck et al., 1980).

Ayrica alkali ¢ozeltilerle muamelenin ardindan, aflatoksinlerin lakton halkasinin
acilmasi ve suda ¢oziinebilir bilesiklere donlismesi reaksiyonu ¢ift yonliidiir. Yani ortam
tekrar asidik hale getirildiginde aflatoksin molekiilleri yeniden olusabilir. Nitekim baz1
arastiricilar bu durumun gerceklestigini calismalariyla ispat etmislerdir (Price ve
Jorgensen, 1985; Tabata et al., 1994). Bu da aflatoksin tehlikesinin yeniden olusmasi

anlamina gelmektedir.
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4. SONUC VE ONERILER

Kuru incirlerde aflatoksin probleminin ¢6ziimiine katkida bulunmasi amaciyla

gercgeklestirilen bu yiiksek lisans ¢alismasi iki asamada gergeklestirilmistir.

Calismanin birinci asamasinda 4 farkli isletmeden alinan 3 farkli kategorideki
(floresans veren, hurdalik ve sofralik) incirlerin aflatoksin patulin ve ergosterol
ierikleri tespit edilmistir. Ornekler, biri Merkez/Izmir’de, ikisi Kosk/Aydm’da ve biri
Nazilli/Aydin’da bulunan isletmelerden alinmistir. Isletmelerin bulundugu yerlesim
merkezlerinin birbirine uzakligi 150 km’den fazla degildir. Ayrica bu isletmeler Ege
Bolgesi’ndeki  muhtelif  bahgelerde  yetistirilen incirleri hammadde olarak
kullanmaktadir. Iste bu nedenlerle ¢alisma bulgular1 degerlendirilirken; mukayese,
isletmeler arasinda yapilmamus, farkli kategorilere ayrilan incir ornekleri arasinda

yapilmustir.

Insan tiiketimine uygun olarak nitelendirilip i¢ piyasaya sunulmasi veya ihrag
edilmesi diistiniilen sofralik kuru incirlerde gergeklestirilen analizler sonucunda, kuf
toksinlerinin ¢ok diisiik seviyelerde bulundugu veya hi¢ bulunmadigi saptanmistir.
Kiifler tarafindan sentezlenen ve saglik tizerine olumsuz etkileri ispatlanmig aflatoksin
ve patulin toksinlerinin sofralik kuru incirlerde sirasiyla saptanan ortalama 0.05 ve 11.4
ppb’lik seviyelerinin, toplam aflatoksin i¢in 10 ppb ve patulin i¢in 50 ppb sinir degerleri
diisiiniildiigiinde, herhangi bir tehlike olusturmadig diisiiniilmektedir. Bu durumun incir
isletmelerinde hammadde alimi ve ayiklanmasi islemleri sirasinda gergeklestirilen

yogun gayret ve kontroller sonucu ortaya ¢ikmis olmast muhtemeldir. Sofralik kuru



incirlerdeki bu olumlu sonuglarin siirekliliginin, isletmelerde gosterilen bu gayret ve

kontroliin devam etmesine bagli oldugu diistiniilmektedir.

GUnumiizde aflatoksin probleminin oniine gegebilmek i¢in, UV 1s1k veren lamba
altinda floresans gosteren incirlerin ayiklanmasi yontemi incir isletmelerinde siklikla
kullanilan bir yontemdir. Caligma kapsaminda, bu yontem kullanilarak sec¢ilmis
floresans veren kuru incirlerin aflatoksin diizeyleri dogal olarak yiiksek (ortalama 367.5

ppb) cikmustir.

Cesitli gidalarda varligiyla problem olusturan patulin, fiziksel olarak zarar gormiis ve
hurdalik olarak nitelendirilerek ayrilmis kuru incirlerde yiiksek seviyelerde (ortalama
80.8 ppb) saptanmistir. Hatta kontaminasyon seviyesinin yaklasik 150 ppb gibi yiliksek
seviyelere ulastigi tespit edilmistir. Hurdalik incirler daha ¢ok alkol ve pekmez
tretiminde kullanilabilmektedir. Bu durum, kuru incir ve firiinlerinde aflatoksin
probleminin yani sira farkl kiif toksinleri, 6zellikle de patulin probleminin varligini

ortaya koymaktadir.

Incir, kuruma siirecinde gecirdigi hassas periyotlar nedeniyle kiif bulasmasina son
derece agik bir meyvedir. Farkli kiif tiirleri incirde gelisebilir ve farkli toksinler
iiretebilirler. Farkli toksinlerle kontamine iiriinlerin insanlar tarafindan tiiketilmesi ile,
etkileri ve tedavileri su an i¢in net olarak ortaya konamayan saglik sorunlarinin ortaya
¢ikmas1 muhtemeldir. Bu sorunlarin 6niine gegmek icin farkl kiif tiirlerinin dogal ve
suni besiyerlerinde gelisimleri ve toksin iiretimleri silirecinde aralarinda gerceklesen

rekabetin tiim boyutlariyla ortaya konmasina doniik ¢aligmalar yararli olacaktir.

Gergeklestirilen galismayla elde edilen; floresans veren incirlerin ylksek diizeyde
aflatoksinlerle, hurdalik incirlerin ise yiiksek diizeyde patulinle kontamine oldugu
bulgusu, calisma kapsaminda sadece ‘“sofralik” olarak nitelendirilen kuru incirlerin

insan tiiketimine uygun oldugunu gostermektedir.

Incir isletmelerinde UV 1s1k veren lamba altinda floresans gdsteren incirler imha

edilmek tlizere kasalarda toplanir. Aflatoksinle muhtemelen kontamine bu incirlerin



herhangi bir sekilde kullanilmamasi ve imha edilmesi ekonomik agidan biiyiik kayiplara
yol agmaktadir. Bu kaybin 6nlenmesine katkida bulunmak amaciyla, ¢alismanin ikinci
asamasinda aflatoksinle kontamine kuru incirlerde aflatoksinlerin par¢alanma diizeyinin

belirlenmesine doniik denemeler gerceklestirilmistir.

Calisma kapsaminda kuru incir ekstraktlarina farkli miktarlarda asit veya baz ilave
edilerek, farkli sicakliklarda farkli siireler 1s1l islem uygulanmistir. Asitlendirme
amaciyla incir meyvesinde baskin asit olan sitrik asit, alkalilestirme amaciyla ise gida

sanayinde yaygin kullanim alani bulan NaOH kullanilmstir.

Uygulanan islemlerle, toplam aflatoksin seviyesinde % 14’ten % 96’ya varan
oranlarda degradasyon gozlenmistir. Genel olarak 1s1l islem sicakligmnin artisiyla
degradasyon oranmi da artmistir. Isil islem siiresinin artisiyla degradasyon oraninda
genelde sistematik bir degisiklik gozlenmemistir. Baslangigta 48.9 ppb olan ilk
kontaminasyon seviyesi bazi uygulamalar (pH 10°da 75 °C’de 2 saatlik 1s1] islem,
98°C’de 1 ve 2 saatlik 1s1l islem) ile gerek Tiirkiye’deki limit (10 ppb) gerekse AB’deki
limit (4 ppb) seviyelerinin altina diistirilmiistiir. Yine bazi uygulamalar (pH 10°da 75
°C ve 98 °C’de 1 ve 2 saatlik 1s1l islem) baglangi¢ konsantrasyonu 34.5 ppb olan
aflatoksin B seviyesinin Tirkiye’deki limit (5 ppb) ve AB’deki limit (2 ppb)
seviyelerinin altina diigmesini saglamistir. Ayrica aflatoksin G1 ve G2 seviyeleri de bazi
uygulamalar (pH 10’da 50 °C ve 98 °C’de 1 ve 2 saatlik 1s1l islem) sonucunda tespit

edilebilir limitin altina diismiistiir.

Ancak gergeklesen aflatoksin pargalanmasi sonucu yeni olusan {irlinlerin niteligi ve
toksik olup olmadigi konusunda kesin bulgular mevcut degildir. Ayrica aflatoksinin
parcalanma reaksiyonunun c¢ift yonlii olmasi yani alkalilestirilmis ortamin yeniden
asitlendirilmesiyle aflatoksinlerin tekrar sekillenebilmesi miimkiindiir (Tabata et al.,
1994). Bu da aflatoksin tehlikesinin yeniden olusmasi anlamma gelir. Aflatoksin
degradasyon mekanizmasini ortaya ¢ikarmaya ve degradasyon sonucu olusan iiriinlerin

niteliklerini belirlemeye doniik ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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