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Bu calismada, ozon gazimin Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyeri ve
kirmizibiber orneklerine Yiiksek Doz Kisa Siire (YDKS) ve Diisiik Doz Uzun
Siire (DDUS) yontemleriyle uygulanmasinin aflatoksin iireticisi Aspergillus flavus
kiiffliniin gelisimine ve aflatoksin Bl iretimi lizerine etkisi incelenmistir. Bu
amacla, PDA besiyerine ve yari kurutulmus kirmizibiberlere A. flavus kiifu
inokiile edilmis ve ardindan YDKS i¢in 1500+100 puL/L ozon gazi 1, 2, 4 ve 8
saat; DDUS i¢in 0.1+0.05 pL/L ozon gazi 8 giin boyunca uygulanmustir.
Ozonlama islemleri sonunda PDA’daki kiif cap1 gelisimleri ve kirmizibiberlerdeki
A. flavus kif sayilari belirlenmistir. PDA orneklerindeki A. flavus kiifiine
uygulanan YDKS ozonlama iglemleri sonucunda, 0zon gazinin uygulama siireleri
arttikca kiif gelisiminin inhibisyonu da artmistir. Ozon gazinin 8 saat boyunca
uygulanmasi ile kiif gelisimi tamamen engellenmistir. DDUS ozon gazi
uygulanmasi ile PDA 6rneklerindeki A. flavus kiifiiniin gelisimini engellemede
YDKS uygulamasindaki kadar etkili bir sonu¢ almamamistir. Kirmizibiber
orneklerinde ise YDKS-8 saat ve DDUS uygulamalari A. flavus gelisimini inhibe
etmesi agisindan etkili sonuglar vermistir. Aflatoksin iiretimleri incelendiginde
PDA ve kirmizibiber 6rnekleri i¢in en etkili sonuglar YDKS-8 saat uygulamast ile
alinmigtir. DDUS ozon uygulamasinin PDA 6rneklerinde kiif gelisimi {izerine
etkili  bir inhibisyon olusturmadigit ve aflatoksin Bl  iretiminin
simirlandirilmasinda da yetersiz  kaldigr goriilmiistir. DDUS  ozon gazi
uygulamasi, PDA ve kirmizibiber 6rneklerindeki A. flavus kiifiiniin morfolojik
yapisinda onemli degisikliklere yol agmistir. Bu bulgular, ozon gazinin YDKS ve
0.1 pL/L’den daha yiiksek bir ozon konsantrasyonu ile DDUS uygulanmasi
halinde A. flavus kiifiiniin gelisiminin ve aflatoksin B1 iiretiminin etkili bir sekilde
inhibe edilebilecegini ortaya koymaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Aflatoksin, Aspergillus flavus, Kirmizibiber, Ozon
Gazi, PDA.



ABSTRACT

EFFECT OF OZONE GAS APPLICATION ON THE DEVELOPMENT
AND AFLATOXIN PRODUCTION OF Aspergillus flavus
MSC THESIS
METEHAN OZEL
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. HAKAN KARACA)
DENIZLi, SEPTEMBER 2022

In this study, the effect of ozone gas treatments (High Dose-Short Time
[HDST] and Low Dose-Long Time [LDLT]) on growth and aflatoxin Bl
production of aflatoxigenic A. flavus on Potato Dextrose Agar (PDA) medium
and red pepper was investigated. For this aim, Aspergillus flavus was
inoculated on plates containing PDA media and semi-dried red peppers and
then ozone gas (at 1500+100 puL/L; 1, 2, 4, 8 h and at 0.1£0.05 pL/L; 8 d for
HDST and LDLT, respectively) was applied. Colony diameters in PDA and
colony counts in red pepper were determined at the end of the treatments. We
observed that the inhibitory effect of ozone against A. flavus increased as the
treatment time in HDST treatment increased. A treatment of 8 h completely
inhibited the growth of the fungus. LDLT treatment was not as effective as
HDST in inhibiting A. flavus growth in PDA medium. On the other hand, both
HDST (especially 8 h) and LDLT treatments were quite effective against A.
flavus growth in red pepper samples. Aflatoxin B1 production was most
effectively controlled by HDST treatment for 8 h in both PDA and red pepper.
LDLT treatment was not sufficiently effective in inhibiting both growth and
aflatoxin B1 production of A. flavus in PDA medium. However, this treatment
caused noticeable morphological changes in conidial and hyphal structures of
the fungus on PDA and red pepper. These findings show that ozone gas can
effectively inhibit the growth and aflatoxin B1 production of A. flavus, if used
as HDST treatment or as LDLT treatment with a concentration higher than 0.1
pL/L.

KEYWORDS: Aflatoxin, Aspergillus flavus, Red Pepper, Ozone Gas, PDA.
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1. GIRIS

Mikotoksinler; bazi toksijenik kiifler tarafindan sentezlenen toksik, ikincil
metabolitler olarak tanimlanmaktadir (Marin ve dig. 2013). Mikotoksinlerin en
onemli gruplarindan biri, yiiksek toksik potansiyeli olan aflatoksinlerdir. Iki énemli
Aspergillus kif tiri olan Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus, potansiyel
aflatoksin treticileridir. Aflatoksin tiirlerinden olan aflatoksin B1 (AFB1), aflatoksin
B2 (AFB2), aflatoksin G1 (AFG1) ve aflatoksin G2 (AFG2), Uluslararasi Kanser
Arastirma Orgiitii (International Agency Research on Cancer-IARC) tarafindan 1.
kategori kanserojen olarak tanimlanmistir. AFB1, en baskin aflatoksin tiirii olarak
bilinmekle birlikte aflatoksin tiirlerinin mutajenik, teratojenik ve hepatokarsinojenik

etkiler gosterdigi raporlanmistir (Hussain ve Brasel, 2001).

Aspergillus kiif tiirleri, diinyada yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Bu kiif
tiirleri, gida maddelerine kolayca bulasabilirler ve uygun kosullarda hayvan yemleri
aracilig1 ile hayvan metabolizmasina da gegebilirler. Bu durum, ozellikle nem ve
sicakligin yiiksek oldugu tropikal ve sub-tropikal iklime sahip iilkelerde daha yaygin
bir problemdir (Adeyeye, 2019). A. flavus kiifii, tarla ve toprak iriinlerine (Arpa,
misir, pamuk tohumu, piring, bugday, yerfistigi, kakao, antepfistigi, findik,
baharatlar, zeytin, incir, aygicegi, kirmizibiber vb.) bulasabilir ve depolama sirasinda
cogalabilirler. Cevresel kosullar uygun oldugunda bu organizmalarin toksijenik olan

tiirleri aflatoksin iiretebilirler (Oksiiztepe ve Erkan, 2016).

Kiiflerin mikotoksin {iiretmesi; sicaklik, nem, su aktivitesi, pH ve oksijen
konsantrasyonu gibi faktorlere baghidir. Kiifler, mutlak aerob mikroorganizmalar
olduklari i¢in, gelismeleri lizerinde oksijenin énemli bir rolii vardir (Zinedine ve El
Akhdari, 2019).

Aflatoksinler, pastorizasyon ve sterilizasyon gibi geleneksel termal
yontemlere kars1 oldukca direnglidir. Bu sebeple gidalara bulasabilen aflatoksijenik
kiif gelisiminin ve aflatoksin {iretiminin hasat 6ncesi ve sonrast agamalarda ¢ok daha
etkili yontemlerle Onlenebilmesi gereklidir. Bu oOnlemler fiziksel, kimyasal ve

biyolojik olarak siniflandirilabilmektedir (Hejri ve dig. 2020).
1



Aflatoksin tireten kiifiin gelisimini ve aflatoksin liretimini 6nleyebilmek adina
kullanilan bir¢ok kimyasal ajan mevcuttur. Kullanilan bu kimyasal ajanlar; sitrik ve
laktik asit gibi organik asitler, hidrojen peroksit, klor dioksit, 1-metilsiklo propen,
amonyak, sodyum bisiilfit ve ozon gazi olarak smiflandirilabilir (Hejri ve dig. 2020;

Conte ve dig. 2020).

Son yillarda ozon gazi uygulamalari; kimyasal ajanlar arasinda uygulama
sonrasi kalint1 birakmamasi, diisiik maliyetli olmas1 ve umut verici sonuglar vermesi

sebebiyle yaygimlagmistir (Hejri ve dig. 2020).

Ozon, havadaki oksijen molekiiliinii bolen yiiksek enerji girisi ile meydana
gelir. Tekli oksijen molekiilleri, ozon olusturabilmek i¢in hizlica O: ile birlesir.
Dogadaki bu yiiksek enerjinin kaynagi ise UV 15181 (glinesten) ve yildirimdir (Karaca
ve dig. 2010).

Ozon; bakteri, kiif ve viriisler iizerinde yiiksek oksitleyici etki gosterdiginden
dolayr gida sanayinde oldukg¢a yaygmn bir sekilde kullanilmaktadir. Ozon, klor
dioksit’e gore daha etkili olmakla beraber daha genis bir mikroorganizma

spekturumunu etki altina alabilmektedir (Y1ldiz ve Yangilar, 2014).

Ozon gaz1 uygulamasi ile, mikotoksin tliretebilen toksijenik kiifiin gelisiminin
inhibisyonu saglanarak hem kiif gelisiminin hem de mikotoksin olusumunun 6niine

gecilebilecegi diistiniilmektedir.

1.1 Tezin Amaci

Bu tez c¢alismasinin amaci, Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyeri ve
kirmizibiber orneklerine inokiile edilen toksijenik A. flavus kiifiiniin, sicakligt ve
bagil nemi sabitlenen bir kabin igerisinde Yiiksek Doz Kisa Siire (YDKS) ve Diisiik
Doz Uzun Siire (DDUS) ozonlama islemlerinin uygulanmasi ile A. flavus kiiftiniin
besiyeri ve kirmizibiber tizerindeki gelisimine ve bu kiifiin potansiyel aflatoksin

uretimine olan etkisinin incelenmesidir.



1.2  Literatiir Ozeti

1.2.1 Kiifler ve Mikotoksinler

1.2.1.1 Kiifler

Kiifler, kitin ve glukan igeren hiicre duvarina sahip, dkaryotik, dogada yaygin
olarak bulunan 6nemli bir mikroorganizma grubu olmakla birlikte; tarim, tip, gida,
ilag, sanayi ve kozmetik endiistrileri gibi bir¢ok alanda g¢esitli sorunlara yol
agmaktadir. Ozellikle karbonhidrat, protein, yag gibi makro bilesenler ve nem
acisindan zengin olan gidalar, kiifler i¢in yasam alan1 olusturmaktadir. Kiifler,
mikrobiyal aktiviteleri sonucunda gidalarin bozulmasina, gida atiklarinin olusmasina
yol agtigi ve ekonomik kayiplara neden oldugu i¢in gida endiistrisi ve tiiketiciler

adina 6nemli bir sorun olusturmaktadir (Emenli ve Giindiiz, 2019).

Kiifler, tarim ve gida endiistrisinde hammaddelerin ve islenmis gidalarin
birgogunun bozulmasina yol agabilir ve mikotoksin tretebilmeleri sonucu ciddi
saglik riskleri olusturabilmektedir. Gida giivenligi agisindan en c¢ok tehlike
olusturabilen kiifler Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Botrytis ve Alternaria
spp.’dir. Kiifler, gidalarda bozulmaya ve kalite kaybina sebep olmasinin yani sira
kontrollii bir sekilde kullanildiklarinda; organik asit, protein, antibiyotik ve pigment
gibi ikincil metabolitleri tiretme yeteneklerinden dolay: tip ve gida endiistrilerinde

olumlu yanlar1 nedeniyle kullanilmaktadir (Emenli ve Giindiiz, 2019).

Kiiflerin gelismesinde ve toksin liretmesinde iirliniin nem igerigi, ortam bagil
nemi, ortam sicakligi, pH, triiniin bilesimi ve kiifiin tiiri 6nemlidir. Aspergillus,
Penicillium ve Fusarium kiifleri, mikotoksin iiretebilmeleri agisindan en 6nemli kiif

tiirleri olarak bilinmektedir (Adeyeye, 2019).

Aspergillus tiirleri, tiim diinyada en yaygin olarak bulunan kiif grubudur.
Ozellikle kosullarin uygun oldugu, yiiksek nem ve sicakligin hakim oldugu tropikal
ve sub-tropikal bolgelerde gida maddelerini ve hayvan yemlerini sporlar1 sayesinde

kolaylikla kontamine edebilirler. Aspergillus cinsi kiifler, gida islemesinde ve



endiistriyel gidalarda ¢ok 6nemli ve tehlikeli bir kiif ¢esididir (Adejumo ve Adejoro,
2014; Adeyeye, 2019).

Aspergillus kiiflerinin  kontaminasyonu sonucu gidalarda; bozulmalar,
pigmentasyon, renk degisikligi, ¢lirlime ve ciirlik gelisimi gibi duyusal, besinsel ve
mikrobiyal degisiklikler goriilebilir. Birgcok Aspergillus kif ¢esidi  diger
mikroorganizma gruplarina kiyasla diisiik su aktiviteli gidalarda gelisebilir (Adejumo

ve Adejoro, 2014).

Aspergillus flavus kiifii, tiim diinyada yaygin olan ve gesitli alanlarda bir¢ok
substratta dagilim gosterebilen bir kiif ¢esididir. A. flavus, hasat sonrasi gidalarda
bozulma yaratan ve tarimsal iiriin kaybina yol agan en yaygin Aspergillus kiif tiiridiir

(Adeyeye, 2019).
1.2.1.2 Mikotoksinler

Mikotoksinler, yem ve gidalarda bazi toksijenik kiif tiirleri tarafindan
sentezlenen metabolik iirlinler olup, bunlarla beslenen havyan ve insanlarda
mikotoksikozis denen hastaliklara sebep olan toksik maddelerdir (Tiryaki ve dig.
2011). Insan ve hayvan saghig iizerine oliimciil etkileri ile bilinen; aflatoksinler,
fumonisinler, okratoksinler, zearalenonlar ve trikotesenler gibi giinlimiize kadar
tespit edilmis 400’0 askin mikotoksin bulunmaktadir. Mikotoksinler; hasat oncesi
tarlada, hasat zamani ve hasat sonrasi uygun olmayan depo kosullarinda toksin
tiretebilen kiiflerin gelismesiyle ortaya ¢ikmaktadir (Giirhayta ve Cagindi, 2015; Agu
ve Ocak, 2019).

Tarimda ve gida endiistrisinde Avrupa Birligi (AB) Yonetmeligi tarafindan
belirlenen en tehlikeli mikotoksinlerin (Aflatoksin, Okratoksin A, Deoxynivalenol,
Fumonisin ve Trikotesenler) ii¢ ana kaf cinsinin (Fusarium, Aspergillus ve

Penicillium) toksijenik tiirleri tarafindan tiretildigi bilinmektedir (Kiling, 2020).

Yem veya tarimsal gidalarla mikotoksin alimi akut belirtilerden ziyade kronik
ozellikte zehirlenmelere neden olmakta ve basta karaciger olmak iizere, bobrek,
immun sistem organ ve dokularinda ciddi bozukluklar yaratabilmektedirler. Protein
sentezini engelleyebilen etkisi, viicuttaki tiim doku ve organlarda kisa veya uzun

vadede ciddi toksik etkiler gosterebilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (World Health
4



Organization-WHOQ) verilerine gore, tahil agirlikli beslenilen nemli tropikal {ilkelerde
tespit edilen karaciger kanseri orani ile alinan gidalardaki mikotoksin igerigi arasinda
dogru bir oranti oldugu belirlenmistir. Mikotoksinlerin karsinojenik, mutajenik,
teratojenik, hepatotoksik, nefrotoksik, immunosupresif, dstrojenik ve embriyotoksik
etkileri, kanatli ve memeli hayvanlarda yogun olarak c¢alisilmis ve biiyiikk ol¢iide

aciga kavusturulmustur (Oguz, 2017).

Son yillarda kaliteli ve saglikli {iriinlerin tiiketilmesine yonelik tiiketicinin
bilinglenmesi gida giivenligini 6nemli hale getirmistir. Ayrica bu durumun
uluslararasi ticari boyutu da vardir (Tiryaki ve dig. 2011). Nitekim AB iilkeleri
arasinda ihracat/ ithalat edilen tiriinlerde mikotoksinlerden kaynaklanan geri dontisler
ve bu triinlerin hangi tilkelerden geldigi giinliik rapor halinde, gida ve yemlerdeki
hizli alarm sistemi araciligiyla (Rapid Alert System for Food and Feed- RASFF)

duyurulmaktadir.

RASFF raporlarinda, RASFF fiiyesi iilkeler ve Tirkiye kaynakli gidalarda
(ham ve/veya islenmis) 2009— 2018 arasinda yapilmis olan bildirimlerin yillara gére
dagilim1 Sekil 1.1’de verilmistir. RASFF bildirimlerinin yaklagik %30 artigla 2017
ve 2018 yillarinda en yiiksek seviyelere ulastigi saptanmistir. Tiirkiye kaynakli gida
iriinlerinde yapilan bildirim sayilar1 ile RASFF iiyesi lilkeler tarafindan yapilan
bildirim sayilar1 arasinda yiiksek diizeyde korelasyon (r = 0.71) belirlenmistir. Sekil
1.1°de ayrica iilkemiz kaynakli gidalarda yapilan bildirimlerin, RASFF sistemindeki
toplam bildirimlere oranlart da verilmistir. Buna gore, toplam bildirimlerin %8-

%10.9’unun iilkemiz kaynakli oldugu tespit edilmistir (Saglam ve Masatcioglu,
2020).

Tiirkiye kaynakli gidalarda tespit edilen mikotoksinler i¢in RASFF
bildirimlerindeki bu genel dagilimi iiye olan iilkelerin verileri ile orta diizeyde
korelasyon (r=0.45) gostermis olsa da toplam mikotoksin bildirimin %17.2-

37.7’sinin Tiirkiye kaynakli oldugu tespit edilmistir (Saglam ve Masatcioglu, 2020).
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Sekil 1.1: Gida iiriinlerinde 2009-2018 yillar1 arasinda diinyada ve lilkemizde yapilan
toplam RASFF bildirim sayilar1 ve oranlar1 (Saglam ve Masatcioglu, 2020).

RASFF raporlarinda, diinyada ve iilkemizdeki gidalarda tespit edilen

mikotoksin bildirimlerinin yillara gére degisimi Sekil 1.2°de verilmistir.
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Sekil 1.2: Gida iiriinlerinde 2009-2018 yillar1 arasinda tespit edilen mikotoksinlerin
diinyada ve iilkemizde yapilan RASFF bildirim say1s1 ve oranlar1 (Saglam ve
Masatcioglu, 2020).

Bu verilere ek olarak, 2019 ve 2020 RASFF raporlar1 da incelendiginde,
tilkemiz adina yapilan toplam bildirim sayilar1 artis gostermektedir (sirastyla 337 ve
389). 2019 yilinda Tirkiye kaynakli toplam 337 bildirimin 104’iiniin mikotoksin
kaynakli oldugu tespit edilmistir. 2020 yilinda ise Tiirkiye kaynakli 389 bildirimin



97’sinin mikotoksin kaynakli oldugu tespit edilmistir. Bu durum sebebiyle iilkemiz

icin mikotoksin problemi, géz ardi edilmeyecek kadar 6nem arz etmektedir.

Tarimsal triinlerde mikotoksin olusumu, uygun ortam kosullarinda iiriine
bagli olmak iizere, hasattan tiiketime kadar hemen her asamada meydana
gelebilmektedir. Kiifler biiyiime ve gelisimlerini tamamladiklarinda, hiicrelerinde
birikmis olan fazla karbonhidrat: ikincil metabolizma ile mikotoksinlere ¢evirirler.
Tarimsal {iirtinlerde gelisen kiifler mikotoksin olusumundaki temel sebep olmakla
beraber, kiiflerin mikotoksin olusturmasinda cevresel faktorler de ¢ok Onemlidir

(Tiryaki ve dig. 2011).

En c¢ok bilinen ve iizerine en c¢ok c¢alisilan mikotoksin grubu olan
aflatoksinler, baz1 Aspergillus kif tiirleri (A. flavus, A. parasiticus ve A. nomius)
tarafindan iretilen sekonder metabolit grubudur (Erzurum, 1996). Aflatoksinler,
toksijenik olan Aspergillus kiif tiirlerinin ikincil bir metabolik yolla sentezledigi
bilesiklerdir (Ren ve dig. 2020).

18 farkl tiirii tanimlanan aflatoksinler arasinda, dogal olarak meydana gelen
AFB1, AFB2, AFG1 ve AFG2 olmak lizere 4 adet aflatoksin tiirii mevcuttur (Filazi
ve Sireli, 2013, Adejumo ve Adejoro, 2014). AFB1 ve AFB2, ultraviyole 1s1k altinda
mavi (blue) floresan 11k vermesi sebebiyle ‘B’, AFG1 ve AFG2 ise, yesil (green)
floresan 151k vermesi sebebiyle ‘G’ harfleri ile tanimlanmistir (Kensler ve dig. 2011;

Adejumo ve Adejoro, 2014).

Diger aflatoksin tiirleri olan Aflatoksin M1 (AFM1) ve Aflatoksin M2
(AFM2), genellikle hayvansal kaynakli gidalarda (siit, peynir, yumurta vb.),
hayvanlarin AFB1 ve AFB2 igerikli yemleri tiiketmesi sonucu olusurlar (IARC,
2002; CAST, 2003; Adejumo ve Adejoro, 2014). AFMI, ‘Siit toksini’ olarak bilinir.
AFBI1, yemler ile siit hayvanina gecer ve viicutta metabolize olarak AFM1’e doniisiir
(Agu ve Ocak, 2019). Yani AFM1 ve AFM2, AFB1’in metabolitidirler (Ren ve dig.,
2020).

Aflatoksin tiirleri arasindaki toksisite siralamasi AFB1> AFM1> AFG1>
AFB2> AFG2> AFM2 seklindedir (Acu ve Ocak, 2019). Baz1 aflatoksin tiirlerinin
kimyasal yapilar Sekil 1.3 ‘de verilmistir.
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Sekil 1.3: Aflatoksin B1, B2, M1, M2, G1 ve G2’nin kimyasal yapilar1 (Adeyeye,
2019).

Giiniimiize kadar 350’ye yakin kif tiiriiniin mikotoksin olusturdugu, bunlarin
igerisinde 20-25 mikotoksin ¢esidinin yem ve gidalarda dogal kirletici olarak
bulunduklar1 ve bu besinlerin tiikketilmesi durumunda, hayvanlarda ve insanlarda akut
ya da kronik zehirlenmelere sebep oldugu belirtilmistir. Yem veya tarimsal gidalarla
mikotoksin alimi, akut belirtilerden ziyade daha ¢ok kronik 6zellikte zehirlenmelere
neden olmakla birlikte basta karaciger olmak iizere, bobrek ve bagisiklik sistemi
organ ve dokularinda ciddi bozukluklar yaratmaktadirlar. Mikotoksinler, viicutta
protein sentezini engellemesi ile tim doku ve organlarda kisa veya uzun vadede ciddi
toksik etkiler gosterebilmektedir (Oguz, 2017).

Mikotoksinler, viicutta karacigere toksik etki edenlere ‘hepatotoksik’, deriye
etki edenlere ‘dermatoksik’, bobreklere etki edenlere ‘nefrotoksik’, sinir sistemine
etki edenlere ‘norotoksik’ ve bagisiklik sistemine etki edenlere ise ‘immiinotoksik
/immiinosupresif” olarak tanimlanirlar. Toksik etkileri disinda mutajenik,

kanserojenik, teratojenik ve dstrojenik etkileri de goriilebilmektedir (Tunail, 2000).

Gidalarda bulunabilecek maksimum aflatoksin icerikleri bir¢ok iilkede yasal

diizenlemeler ile belirlenmistir. Tirk Gida Kodeksi (TGK)’ye gore bazi gida



maddelerinde bulunabilecek maksimum toplam aflatoksin ve AFB1 miktarlar1 Tablo

1.1°de verilmistir.

Tablo 1.1: TGK’ye gore aflatoksinler i¢in gidalardaki maksimum limitleri (TGK,
2011).

Gida Maddesi Maksimum limit (ng /kg)
AFB1 Toplam Afl AFM1

Yerfistig1, diger yagl tohumlar ve 5 10 -
bunlarin islenmis tirtinleri
Badem, Antepfistig1 ve kayisi 8 10 -
cekirdegi
Findik ve Brezilya findig1 5 10 -
Sert kabuklu meyveler ve bunlarin 5 10 -
islenmis {iriinleri
Kurutulmus meyveler 8 10 -
Cig siit, 11l islem gormiis siit, siit - - 0.05
bazli iiriinlerin iiretiminde kullanilan
stt
Baharatlarin asagidaki tiirleri igin; 5 10 -

Kirmuzibiber (Capsicum spp.)
(Bunlarin kurutulmus meyveleri,
tiitm ve 6giitiilmiis halleri dahil)

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

Hintcevizi/Muskat (Myristica
fragrans)

Zencefil (Zingiber officinale)
Zerdegal (Curcuma longa)

Bunlarm bir veya birkagin1 igeren
karigim baharat

Gidalarda kullanilan bir¢ok baharat; kiif sporlari, mayalar ve bakterilerin
kontaminasyonuna maruz kalabilmektedir. Baharat tretiminde kullanilan
meyve/sebzelerin iretildigi bitkiler toprak ve su ile temas halinde olduklarindan

kontaminasyon hizli ve kolay bir bigimde gerceklesebilir.

Kirmizi pul ve toz biber, ililkemizde yogun olarak tiiketilen baharatlarin
basinda gelmektedirler. Ulkemizde yapilan galigmalar bu baharatlarin yaygin olarak
cesitli mikroorganizmalar tarafindan kontaminasyona maruz kaldigini gostermistir

(Tekinsen ve Sarigél, 1982; Karapimar ve Tuncel, 1986). Tiirkiye’de kirmizibiberde
9



aflatoksin diizeyinin yasal limitlerin iizerinde bulunabildigine dair calismalar da

bulunmaktadir (Taydas ve Askin, 1995; Agaoglu, 1999).

Kirmizibiber, Solanaceae familyasina ait olan Capsicum annuum tiirtinden
bir sebzenin kurutularak 6giitiilmesi sonucu elde edilen, yemeklere lezzet, aroma ve
acilik vermek amaciyla kullanilan bir baharat ¢esididir. Anavatani tropik
Amerika’dir. Meksika, Sili ve Peru’da 2000 yildan beri tretimi yapilmaktadir.
Tiirkiye’de ise ¢ogunlukla Akdeniz, Ege ve Giineydogu Anadolu Bolgeleri’nde
yetistirilmektedir. Bu bolgelerde biber taze olarak da tiikketilmekle birlikte; sanayi
hammaddesi olarak basta konserve, salga, tursu, SOS c¢esitleri ve islenmis et
tirlinlerinde (pastirma, sucuk, sosis, salam vb.) kurutulmus, toz ve pul biber seklinde

kullanilmaktadir (Duman, 2002).

Kirmizibiber, eskiden beri hem taze halde hem de baharat olarak tiiketilse de
giiniimiizde daha ¢ok baharat haline getirilerek kullanilmaktadir. Giiniimiizde,
baharatlik biber iiretiminde endiistriyel metotlar yaygin olarak kullanilmakla beraber,
bazi lilkelerde hala geleneksel olarak giineste dogal sartlar altinda kurutma ile

kirmizibiber baharati elde edilmektedir (Atasoy ve dig. 2017).

Kurutma islemi dogal ve yapay (dehidrasyon) kurutma olarak ikiye
ayrilmaktadir. Dogal kurutma agik sartlarda golgede veya direk giines 15181 altinda
yapilmaktadir. Yapay kurutmada ise kabin veya tiinellerde sicak havayla kurutma,
vakumla kurutma, kizil Gtesi kurutma, ozmotik kurutma, piskiirtmeli kurutma,
dielektrik kurutma ve mikrodalga ile kurutma gibi uygulamalarda giines disinda
diger enerji kaynaklari1 kullanilmaktadir (Anonim, 2006).

Yapilan ¢aligmalar, Capsicum cinsinde yer alan kirmizibiberlerin kanserojen
ve teratojen etkileri olan aflatoksin ve okratoksin gibi mikotoksinlerin olusumu
yoniinden riskli iiriinler arasinda bulundugunu gostermektedir. Kirmizibiberde kiif
kontaminasyonu ilk basta bitki iizerinde baslamakta, hasada kadar gecgen siire
icerisinde ve daha sonra kurutma sirasinda kif gelisimi devam etmekte ve toksin
olusumu baslamaktadir. Aflatoksinin heniiz biber dalinda iken bile olusabilecegi,

yapilan ¢alismalar ile saptanmistir (Dokuzlu, 2001).
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Gidalardaki aflatoksin problemine karsi onlemlerin alinmasinda, A. flavus
kiifiiniin gelismesi ve aflatoksin iiretebilmesi i¢in gerekli fiziksel, kimyasal ve
biyolojik faktorlerin bilinmesi énem arz etmektedir. Dogada aflatoksin olusumunu
tesvik eden ana faktorler; A. flavus kiifiiniin toksijenik olup olmamasi, gida
maddesinin bilesimi, nem ve sicaklik gibi faktorlerdir (Giirhayta ve Cagindi, 2015).
Aspergillus tiirleri dogada yaygindir. Ozellikle toprakta, giibrede, bitkilerde ve
ayrisan organik bilesikler iizerinde bulunurlar. Kiiciik ve hafif sporlar1 havada
kolaylikla asili kalip ¢evreye yayilabilir. Ureme hiz ve kapasitesi yiiksektir. Havada
en yiksek yogunlukta bulunan kiiflerden biridir (Kantarcioglu ve Yiicel, 2003;
Ayberkin ve Ciftci, 2009).

Kif gelisimi sonucu mikotoksin olusumunu etkileyen faktorler; fiziksel,
kimyasal ve biyolojik faktorler olmak iizere 3 ana baslik altinda toplanabilir.

Gidalarda mikotoksin olusumunu etkileyen faktorler Tablo 1.2°de verilmistir.

Basta kuraklik stresi olmak tizere, bitki stresi de iirlinde aflatoksin olusumunu
arttiran Oonemli faktorlerdendir. Benzer sekilde bocek zararlart ve onlarin neden
oldugu kontaminasyonlar, bitkiye zarar veren diger fungal hastaliklar, bitkiyi zayif
diistirerek {iriinde aflatoksin olusumuna neden olmaktadir. Bitkilerin A. flavus
kontaminasyonuna karsi direnglerinin farkli olusu, triinde olusabilecek aflatoksin
diizeyini de etkileyebilmektedir. Diger taraftan her A. flavus tirii aflatoksin
olusturabilme yeteneginde degildir (Duman, 2002).

Tablo 1.2: Gidalarda mikotoksin olusumunu etkileyen faktorler.

Fiziksel Faktorler Kimyasal Faktorler Biyolojik Faktorler
Bagil hava nemi Substrat yapis1 ve Kiif kontaminasyon ve
bilesimi inokulum miktari
Substrat nem igerigi Kimyasal islemler Bitki ¢esidi ve bitki
(Gtibreleme, ilaglama) dayaniklilig:
Kuruma hizi Hava gaz kompozisyonu  Bitki stresi ve hastaliklari
Sicaklik Kiif genetik farkliliklar
Mekanik zararlanmalar Mikroorganizmalar arast

rekabet durumu
Zaman Kemirgen ve zararhlar

Yeniden nemlenme
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A. flavus’un gelisimi ve aflatoksin iiretebilmesi i¢in gerekli aw degerinin 0.78-
0.99 araliginda, gelisim sicakligimmin 10-43°C arasinda degismekle beraber optimum
gelisim ve aflatoksin tiretimi sicakligi 30 °C’dir. Yiiksek bagil nem (>%80) ve
%17.60 lizerindeki substrat su igerigi sartlarinda A. flavus gelisimi hizlanmakta ve
aflatoksin tiretimi saglanmaktadir (Giirhayta ve Cagindi, 2015; Atasoy ve dig. 2017,
Thanushree ve dig. 2019).

Genel olarak, kiif gelisiminin ve mikotoksin olusumunun kontrolii iki ana
strateji ile belirlenir. Bunlar; kiif gelisiminin inhibisyonu ve mikotoksin iiretiminin
engellenmesi seklindedir. Yem ve gidalarda kiif gelisimini ve mikotoksin olusumunu
engelleyebilmek adma hasat Oncesi ve hasat sonrasi asamalarda uygulanabilecek
birgok yontem mevcuttur. Bu yontemler; tarimsal, biyolojik ve fiziksel sistemlere
dayanmaktadir (Conte ve dig. 2020). Gida ve yem zincirindeki kif gelisimi ve
mikotoksin olusumu kontrolii i¢in hasat 6ncesi ve hasat sonrasi uygulanan yontemler

Sekil 1.4°te verilmistir.

Kiif ve
Mikotoksin
—
I ) 1
‘ Hasat Gncesi ‘ ‘ Hasat Sonras
| I d
| . o | T 1 . ) | - 1 " 1 i 1 .
Tanmzal Biyalaojik Kimyzsal Depalama hikrobiyaolajik Fiziksel Kirmyazal
yontemiler yontemiler yontemler | yontemleri yontemler yontemler yontemler
| ' Sicaklk | . 1 kuuma | et |
Hasat zamani Rakip kif Fungisit Bakteri ﬂkil_l‘jﬂ"ﬂtl
i Kiif Ayirma ve ajan
Toprak izleme \ .
il Maya yikama Oreanik
ama ve v
gilbreleme —) | Termal asitler
inaktivasyon —
L —
Isinlama
UV ve plazma
N —

Sekil 1.4: Gida ve yem zincirindeki kiif gelisimi ve mikotoksin olusumu kontrolii
icin hasat 6ncesi ve hasat sonrasi uygulanan yontemler (Conte ve dig. 2020).
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Kif gelisimini ve mikotoksin olusumunu onleyebilmek igin; bazi bazlar
(amonyak, sodyum hidroksit gibi), oksitleyici ajanlar (hidrojen peroksit, ozon gibi)
ve organik asitler (formik ve propiyonik asit gibi) olmak iizere kimyasal ajanlar
kullanilmaktadir (Gavahian ve Cullen, 2020). Gida ve yem zincirinde kiif gelisimi ve
mikotoksin olusumunun kontrolii i¢in tarlada, hasatta ve islenmis iriinlerde
kullanilan kimyasallarin azaltilmasinda basit ve etkili ¢oztimlerin eksikligi, bu
alandaki sorunlar1 kismen veya tamamen ortadan kaldiracak alternatif bir yontem

arayisina yol agmaktadir.

Ozonlama islemi, uygulama sonras1 kalinti birakmayan basit ve ¢evre dostu
bir teknoloji olarak tanmimlanmaktadir. Ozon gazi kullanimi ile kif gelisimi
inhibisyonu ve mikotoksin olusumunun engellenmesine dair birgok makale rapor

edilmistir (Piemontese ve dig. 2018; Conte ve dig. 2020).

1.2.2 Ozon Gazi

Eskiden giinlimiize kadar gida giivenligini saglama amaciyla kullanilan
dezenfeksiyon sistemleri (genellikle klor bazli dezenfektanlar), giiniimiizde farkli
kosullarda (yiiksek pH vb.) bazi mikroorganizmalarda ve bu mikroorganizmalarin
spor formlar lizerinde etkisiz kalmasi ve bununla birlikte islem sonucu trihalometan
gibi gidalarda istenmeyen zararli parcalanma iirlinleri olustugundan Gtiirii

kullanimlar1 sakincali gériilmektedir.

Kullanilan dezenfektan maddeleri ile ilgili yapilan calismalarda, gidalara
yonelik kullanimlarda ¢evre dostu, gida proseslerine uygun, kullanimi sonras1 zararl
bir kalint1 birakmayan, patojen mikroorganizmalar ve bunlarin spor formlari lizerine
genis ve giiclii etkiye sahip olan maddelere egilim gosterilmistir. istenen bu sartlarda,
giiclii antimikrobiyal ve antiviral etkisi bilinen ozon gazi ile ilgili ¢aligmalara son

yillarda 6nem verilmistir (Savas ve dig. 2014).

Ozon gazi, 1840 yilinda Alman kimyager Christian Frederick Schonbein
tarafindan kesfedilmistir. 1900’lii yillarin basinda bitki ve toprak sulamadaki su

aritiminda, 1940°’ta ise igme suyu aritiminda kullanilmaya baslanmistir. Teknolojinin
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ilerlemesiyle birlikte 1980’lerde ozon gazi iiretiminin kolaylagsmasi ve ucuz maliyetle

gerceklestirilmesiyle birlikte kullanim alanlari artmistir (Ekici ve dig. 2006).

Ozon gazi, Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (Food and Drug Administration-
FDA) tarafindan ‘Genel olarak giivenli’ (Generally Recognized As Safe-GRAS)
olarak degerlendirilmektedir. Ayrica 2001 yilinda alinmis olan bir kararla ‘Gidalarla
dogrudan temasinda sakinca olmayan’ 6zelligini kazanan ozon gazi, gidalar icin
giivenli bir antimikrobiyal ve dezenfekte edici bir ajan olarak tanimlanmistir (Arda
ve dig. 2021).

1.2.2.1 Ozon Gazinin Yapisal Ozellikleri

Ozon gaz1 yeryiiziinde, atmosferde dogal olarak bulunan ve oksijenin 3
atomlu formu olan dogal bir molekiil olarak tanimlanmaktadir. Ozon gazinin
kendisine has keskin bir kokusu vardir ve atmosferik kosullarda oldukga kararsiz bir

yapidadir (Savas ve dig. 2014).

Havada nispeten kararli olan ozon gazi, sulu forma déniistiiriildiiglinde ¢ok
kisa siirede kararsiz bir yapiya doniismektedir. Bu sebeple ozon gazi
depolanamamaktadir ve kullanilmasi ig¢in siirekli Ttretilmelidir. Ozon gazinin
ayrismasi ile olusan tek iriin oksijendir ve bu sebeple ozon gazi uygulamasi
sonrasinda gidalar lizerinde herhangi bir kalintiya rastlanmamaktadir. Ozon gazi,
diger kimyasal dezenfektanlara oranla daha yiliksek bir oksidasyon—rediiksiyon

potansiyeline (2.07 mV) sahiptir (Karaca ve Velioglu, 2007).

Ozon gazinin ortamdaki kararliligin siiresi; sicakliga, pH’a, basinca ve
organik maddelerin varligina baglidir. Ozon gazi sulu forma doniistiiriildiigiinde, gaz
formuna gore daha kisa silirede oksijene pargalanmaktadir. Sulu ozonun diisiik pH
ortaminda (pH<6.5) yarilanma siiresi daha yiiksektir (Hejri ve dig. 2020). Ortam
sicakliginin ylikselmesi ise, ozon gazinin daha hizli pargalanmasini saglamaktadir
(Aslam ve dig. 2019). Tablo 1.3’te, dogada saf olarak bulunan ozonun bazi fiziksel

ve kimyasal 6zellikleri verilmistir.

14



Tablo 1.3: Saf ozonun bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Ekici ve dig. 2006).

Ozellik Ozon
Formiili O3
Molekiil agirligr (g/mol) 48
Yogunluk (g/L) 2.144
Kaynama Noktasi (°C) -111.9+0.3
Erime Noktasi (°C) -192.5+ 0.4
Kritik Sicaklik (°C) -12.1
Kritik Basing (atm) 54.6

1.2.2.2 Ozon Gaz1 Uretimi

Ozon gazi, havadaki oksijen molekiillerine (O2) yiiksek bir enerji girdisi ile
O. molekiillerinin parcalanip tekli oksijen atomlarinin (O) olugmasiyla, ortamda
mevcut olan diger O2 molekiilleriyle birlesmesi sonucu olugmaktadir. Dogada bu
yiiksek enerji girdisinin kaynagi giinesten gelen ultraviyole (UV) 151 ve yildirim

desarjidir (Karaca ve dig. 2010).

Dogada kendiliginden var olan ve olusabilen ozon gazinin yani sira,
insanoglu dogadan esinlendigi bu dongiiyii ticari olarak ozon gazinin iiretilmesinde
kullanmaktadir. Hava ve saf oksijen ortaminin saglanmasi ile yiiksek voltajh elektrik
akimi enerjisiyle insanoglu ozon gazini ticari olarak da elde etmektedir (Oguz ve

Celik, 2001).

Ozon, ticari olarak genellikle ‘Korona Akim’ metodu ile tiretilmektedir. O2
molekiillerinin yiiksek elektrik akimindan gegirilmesiyle Oz molekiilleri pargalanarak
reaktif serbest O atomlarina doniigmesi saglanir. Serbest kalan O atomlari, O
molekiilleri ile karsilastiginda bu molekiillere baglanarak kararsiz formda olan ozon
gazi elde edilir. Ozon gazi olustuktan sonra tekrar baslangigtaki Oz ve O yapilarina
dontisebilecegi gibi, serbest O atomlar1 da aralarinda Oz molekiiliine
doniisebilmektedir. Buradaki atom ve molekiiller, ortamda mevcut olabilecek diger
reaktif tirtinler ile de reaksiyona girebilir. Bu yiizden ozon gazi son derece reaktif bir

bilesen olarak tanimlanmaktadir (Ekici ve dig. 2006). Ozon gaz1 iiretiminde
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kullanilan Korona Akim metodu Sekil 1.5’te verilmistir.

151

T

777777 " Elektrot (yiksek gerilim)
—» valitkan

0, ——* Akimboslugu —* 0O

V/ A A

l

151

—* Elektrot (algak gerilim)

Sekil 1.5: Ozon gaz iiretiminin saglandig1 Korona Akim metodu (Ekici ve dig.
2006).

1.2.2.3 Ozon Gazinin Etki Mekanizmasi ve Antimikrobiyal Etkisi

Ozon gazmin; kiif, bakteri, virlis, protozoa, mikotoksin, pestisit, depo
zararlilar1 ve mikroorganizma sporlar1 gibi genis bir spektruma karsi antimikrobiyal
etki ve toksin formlarinin yapilarin1 bozma egilimi gosterdigi rapor edilmistir. Ozon
gazinin antimikrobiyal etkisi; hiicre duvari ve hiicre zar iizerine verdigi hasar ile
aciklanmaktadir. Ozon gazinin yliksek oksitleyici giicii ile mikroorganizmalarin

hiicre duvari pargalanabilmektedir (Aslam ve dig. 2019).

Birgok ¢aligma, ozonlama islemiyle patojen mikroorganizmalarin
oksitlenerek etkisiz hale getirildigini tespit etmistir. Ozonun 6zellikle hiicre zarindaki
doymamuis lipitlere hasar vererek bu yapilarin sizmasima ve mikrobiyal lizise yol
actig1 aciklanmistir. Ayrica patojen mikroorganizmalarin gelisimini saglayan
hiicresel i¢ protein yapilarina zarar vererek gelisimini durdurup hiicre 6liimiine kadar

yol actig1 belirtilmektedir (Conte ve dig. 2020; Fan, 2021).

Ozon gazi, Gram negatif bakterilerin sahip oldugu lipopolisakkarit ve
lipoprotein tabakalarma verdigi hasar ile hiicrenin gecirgenligini bozarak hiicre

6liimiine sebep olmaktadir.

Ozonun  viriislere  verdigi  etki  birden ¢ok  mekanizma ile

gerceklesebilmektedir. Yapilan bir calismada, ozon gazi uygulamasit sonucu

16



viriislerin faj partikiillerinde kirilmalarin oldugu ve RNA sizintismin olustugu

belirlenmistir (Kuscu ve Pazir, 2004; Ekici ve dig. 2006).

Ozon gazmin kif gelisimini Onlemesindeki etki mekanizmasi ise kiifiin
koruyucu membranina verdigi hasar ile agiklanmaktadir. Bazi kiif tiirlerinin
membran yapilarinin farklilig1 sonucu ozon gazinin farkl kiif tiirlerine kars1 etkinligi
degisebilmektedir ve ozon gazina olan direngleri artabilmektedir (Awuchi ve dig.
2021).

Ozon gazinin mikotoksinlere olan etki mekanizmasi mikotoksin ¢esidine gore
degismekle beraber, ¢ogu mikotoksinlerin ozon gaz1 ile detoksifikasyon etki
mekanizmasi halen bilinmemektedir. Aflatoksinlere uygulanan ozon gazi ile, AFBI
ve AFG1’de bulunan furan halka yapilarindaki C8-C9 ¢ift baglarina zarar vererek bu
furan yapisinda bulunan hipertoksik bdolgelerin yapist bozulmaktadir. AFB2 ve
AFG2’de C8-C9 ¢ift bag1 yoktur ve ozon gazinin bu iki aflatoksin tiirline verdigi etki
mekanizmas1 yapilarinda bulundurduklart lakton halkalarinadir. Sonug¢ olarak
aflatoksin tiirlerine ozon gazinin etki mekanizmasi sonucu ilk iiriine gére molekiil
agirligr daha diisiik ve daha az toksik maddeler olusmaktadir (Conte ve dig. 2020;
Awuchi ve dig. 2021).

Ozon gazinin mikroorganizmalar lizerine etki mekanizmasi ve antimikrobiyal
etkinligi; ortam sicakligina, pH’ya, bagil neme, ozon konsantrasyonuna ve ortamdaki
¢ozilinebilir organik maddelerin varligina gore degisebilmektedir. Clinkii bu faktorler,
ozon gazinin ortamdaki ¢Ozlniirliiglinii ve stabilitesini etkilemektedir (Kuscu ve

Pazir, 2004; VVarga ve Szigeti, 2016).
1.2.2.4 Ozon Gazinin Insan Saghg Uzerine EtKkisi

Okside edici bircok gaz gibi, ozon gazinin da yiiksek konsantrasyonlarina
uzun siire maruz kalinmasi insan sagligi acisindan risk teskil etmektedir (Ekici ve
dig. 2006). 0.1 pL/L (ppm) ozon dozuna maruz kalinmasi sonucu gozlerde, bogazda
ve burunda ufak ¢apli tahris olusabilmektedir. Daha yiiksek ozon dozlarinda ise
insanda oOldiirlicii etkiye kadar gidebilmektedir (Kuscu ve Pazir, 2004; Varga ve
Szigeti, 2016).
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Ozon gazmin endiistriyel alanlarda kullaniminda is saghig ve giivenligi
acisindan dikkat edilmesi gereken sinir degerler bulunmaktadir. WHO tarafindan
insanlarin bulundugu kapali ortamlarda ozon konsantrasyonu 0.05 ppm’i asmamasi
tavsiye edilmektedir. Kisa siireli olarak (15 dakika) maruz kalinabilecek maksimum

ozon sinir degeri 0.3 ppm’dir (Ozcan ve Uraz, 2021).

FDA tarafindan; is yerlerinde, caligma alanlarinda bir giin igerisinde uzun
siireli maruz kalinabilecek ozon gazi maksimum smir degeri 0.1 ppm 8 saat/giin
olarak belirlenmistir. ‘Yasam ve saglik i¢in hemen tehlikeli (Immediately Dangerous
to Life or Health-IDLH)’ ozon konsantrasyon sinir1 ise 5 ppm’dir. Bu ozon gazi
konsantrasyonlarina maruz kalmak tehlikeli oldugu icin ozon gazi ile c¢alisilan
alanlarda iscilerin maske kullanma zorunlulugu bulunmaktadir (Ekici ve dig. 2006;

Savas ve dig. 2014).
1.2.25 Ozon Gaz1 Uygulamalarimin Toksijenik Kiifler Uzerine Etkisi

Ozon gazi ilk olarak su aritiminda ve dezenfeksiyonunda; demir ve mangan
gibi agir metallerin giderilmesi ve tat/koku iyilestirilmesi alanlarinda kullanilmistir.
Ardindan GRAS madde 6zelligini kazanmasi ile gidalarda kullanimi yaygimlagmustir.
20. ylizyildan itibaren ise et, siit, meyve-sebze ve tahil {irlinleri gibi bir¢ok alanda

kullanilmaya baslanmistir (Kim ve dig. 1999; Aslam ve dig. 2019).

Bugiine kadar meyve-sebze {iriinlerinde kiif kontaminasyonlar1 ve patojen
mikroorganizmalara karsi dezenfekte edici bir¢ok yontem gelistirilmistir. Bu
yontemlerden en ¢ok bilineni olan sivi klor uygulamasinin, ticari kullanimlarda
mikrobiyal yiikii azaltict etkisi goriilmiistir. Ancak bu maddenin organik asitlerle
girdigi reaksiyonlar sonucu haloasetik asit ve trihalometanlar gibi toksik yan {iriinler
olusturmas1 biiylik bir dezavantaj olarak rapor edilmistir. Ayrica sivi klor
uygulamalarinin, uygulanan iirlinlerdeki tat ve koku kalitesine olumsuz etki ettigi

tespit edilmistir (Aslam ve dig. 2019).

Gidalarda bozulmaya sebep olan ve olusturduklar1t mikotoksinler ile insan
sagligini ciddi sekilde tehdit eden bazi kiif tiirlerinin gelisimine ve mikotoksinlerin
tiretimine karsi ozon gazi uygulamalarinin inhibe edici etkisi bir¢cok arastirmaci

tarafindan test edilmistir. Literatlirde bulunan bazi ¢aligmalar toksijenik kiif gelisimi
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ve mikotoksin iiretimine karsi uygulanan ozon gazinin etkisi seklinde tarafimizca

smiflandirilip bu ¢aligmalarin sonuglar1 Tablo 1.4°te ve Tablo 1.6’da 6zetlenmistir.

Tablolardan da goriilebilecegi gibi, kiif gelisimi ve aflatoksin tiretimine kars1
ozon gazmin etkisi bir¢ok arastirmaci tarafindan farkli {riinlerde arastirilmistir.
Ancak iilkemizde yogun bir sekilde tiretilen ve tiiketilen kirmizibiberlerde, A. flavus
kiifii gelisimi ve bu kiifiin aflatoksin tliretebilmesine karsi ozon gazinin etkinliginin
birlikte incelendigi calismalara literatiirde rastlanmamistir. Dolayisiyla bu tez
calismasinda PDA besiyerine ve yar1 kurutulmus kirmizibibere inokiilasyonu yapilan
toksijenik A. flavus kiifiine karst uygulanan ozon gazi ile A. flavus kiifiniin

gelisimine ve aflatoksin tretimine olan etkisinin arastirtlmasi1 hedeflenmistir.
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Tablo 1.4: Ozon gazi uygulamalarinin gida/besiyeri ortamlarindaki toksijenik kiif tiirlerinin gelisimine olan etkisinin incelendigi bazi ¢alismalar.

Ozon
. Test  konsantrasyonu Inkiibasyon Yazarlar
Kiif y y Bulgular
ortami ve uygulama sartlar
suiresi
- 6 ppm ozonlama ile 1’den 4 saate artan ozonlama siiresi ile sporlanmanin
Hurma ve . N o
A. flavus o .. gittikge azaldig1 belirtilmistir. . .
- Czapek 6 ppm 28 °C-7 giin . . . . L Ahmadi ve dig.
A. niger - 4 saatlik uygulama sonucu A. niger kiifiinde sporlanma goézlemlenmemistir.
o Dox Agar 1, 2, 3 ve 4 saat L ey . . . . (2009)
P. citrinum besiveri - A. flavus ve P. citrinum kiiflerinin 4 saatlik ozonlanmast ile spor iiretimleri
y kontrol gruplarina goére sirasiyla %81.56 ve %81.31 azalmistir.
200 ve 300 ppm — -0.2 ppmldusuk doz ozlonlaltlna 111e( iki klilf turqndekl koloni gelisimi, 200-300
A nidulans PDA 10 dk ppm ozonlamaya kiyasla daha ¢ok enge 'le'nmlstlr. _ Babu ve Singleton
' o . 18°C- 12 giin - 0.2 ppm diisiik doz ozonlama, diger iki yiiksek doza kiyasla A. nidulans
A. ochraceus besiyeri 0.2 ppm — 12 giin R o Iy (2009)
spor tiretimini sifira indirgemistir.
- Meyve iizerine inokiile edilen kiifiin ozonlanmasi sonucu ozonlama
o 2 o stiresinin artigi ile kiif ¢ap1 gelisiminin inhibisyonu da artmistir. .
P. digitatum Mandalina 200 ppb 25°C-3gn 2, 4 ve 6 saatlik ozonlama ile kiif ¢cap1 gelisimleri sirasiyla %68, %95 ve Boonkorn ve dig.
2, 4 ve 6 saat o L (2012)
%96 engellenmistir.
- F. graminearum ve P. citrinum kiiflerine 120 dk uygulanan ozonlama
A. flavus islemi ile inkiibasyon siliresi boyunca koloni ¢ap1  gelisimi
A. parasiticus gozlemlenmemistir. .
P. citrinum PDA 60 ppm 25°C-8 giin - 60 ppm ve 120 dk ozonlama islemi ile 5 kiif tiiriiniin kiif hiflerinin olimi S V& SCUSSel

F. verticillioides
F. graminearum

besiyeri 40, 60, 90 ve 120 dk

gergeklesmistir.
- 60 ppm ve 120 dk ozonlama islemi ile A. flavus kiif gelisimi 8 giiniin
sonunda %25 smirlandirilmstir.

(2014)
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Tablo 1.5: Ozon gazi uygulamalarinin gida/besiyeri ortamlarindaki toksijenik kiif tiirlerinin gelisimine olan etkisinin incelendigi bazi ¢alismalar

(Devami)
Ozon
. konsantrasyonu Inkiibasyon
Kiif Test ort
i est ortami ve uygulama sartlar Bulgular Yazarlar
siiresi
- Aflavus kiifi i¢in 40 ppm ve 60 ppm ozon gazimmm 30 dk’lik
40 ve 60 ppm o . uygulamasi ile swrastyla %80.72 ve %87.81°lik spor inhibisyonu Savi ve dig.
28 °C-17
PAIC;ctI?i\;IL:JSm Bugday ve 30, 60, 120 ve 180 g saglanmustir. (2015)
' PDA besiyeri dk - 60 ppm ozon gazinin 180 dk’lik uygulamasi ile A. flavus ve P.
citrinum gelisimleri tamamen inhibe edilmistir.
Fusarium spp Plate Count - 60 ppm ozon gazinin 8 saatlik uygulamasi ile Fusarium spp ve .
Aspergillus Agar (PCA) Zoé 45(3 \\//eeg gagﬁm 36 °C-2 giin Aspergillus spp kiiflerinin koloni olusturan birim (kob) sayilari sirayla Por(tgovlz;i &
spp besiyeri ' 2.77 ve 2.04 logaritmik diizeyde azaltilmistir.
- Uygulanan ozonlama islemleri sonucu koloni cap1 gelisimi P.
o AN o SR okl iy e 130 B e ok S g
B. cinerea & o yon sag L. (2019)

saat ozonlama)

- Islem sonucu spor sayis1 P. expansum igin %30, B. cinerea igin %44
azaltilmstir.

21



Tablo 1.6: Ozon gazi uygulamalarinin gidalardaki gesitli mikotoksinlerin olusumu tizerine etkisinin incelendigi bazi ¢alismalar. mikotoksinlerin
olusumu {izerine etkisinin incelendigi bazi ¢aligsmalar.

Mikotoksin Test Ozon Inkiibasyon Bulgular Yazarlar
ortami konsantrasyonu ve sartlarn
uygulama siiresi
- 21 ppm ozon gazimin 4 giin boyunca uygulanmasi ile yer fistiklarindaki
13 ve 21 ppm toplam aflatoksin ve AFB1 iiretimleri kontrol grubuna kiyasla sirasiyla ~ Alencar ve dig.
. ~ o - 0, 0 1st1
Aflatoksin Yer fistig1 1.2, 3 ve 4 giin 25 °C- 5 giin %30 ve %25 engellenmistir. (2011)
. - 45 giinlik ozonlama siiresi sonunda kontrol grubunda 1250 ppb . .o
Okratoksin A Sosis . ppm 12 °C- 45 giin okratoksin A iiretimi tespit edilmis iken ozonlanan sosislerde okratoksin lacumin ve dig.
8 saat/giin o . (2012)
A iiretimi 0.1 ppb’nin altinda sinirlandirilmastir.
- 40 ppm ozon gazi ve 120 dakikalik islem siiresi ile AFBI1 iiretimi,
kontrol grubuna kiyasla %92.91 azaltilmistir.
. g 40 ve 60 ppm o 7 o - 60 ppm ozon gaz1 ve 180 dakikalik islem siiresi ile AFBI1 iiretimi, Savi ve dig.
Aflatoksin Bugday 30, 60, 120 ve 180 dk 28 °C- 7 giin kontrol grubuna kiyasla %94.63 azaltilmigtir. (2015)
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Tablo 1.7: Ozon gaz1 uygulamalarinin gidalardaki ¢esitli mikotoksinlerin olusumu tizerine etkisinin incelendigi baz1 ¢alismalar (Devamni).

Mikotoksin Test ortam Ozon Inkiibasyon Bulgular Yazarlar
konsantrasyonu ve sartlar
uygulama siiresi
Aflatoksin Bugday 50 ppm 20 °C- 14 giin - 50 ppm ozon gazinin bugdaylara 3, 4 ve 5 giin
3,4 ve S giin uygulanmasi ile AFBL1 iiretimleri, kontrol grubuna kiyasla Taran ve dig.
uygulama siiresi artirildik¢a azalma gdstermistir. (2020)
- 50 ppm ozonun 5 giin uygulanmasi ile bugdaylardaki
AFBI1 miktar1 kontrol grubuna gore %60 azaltilmustir.
Aflatoksin Meyan kokii ve 3 ppm 28 °C- 7 giin - 3 ppm ozon gazinin 210 dk uygulanmasi ile meyan koki Ouf ve Ali
nane 30, 90, 150 ve 210 dk ve nane Orneklerindeki iiretilen AFB1 miktarlar1 kontrol (2021)
grubuna kiyasla sirasiyla %93.75 ve %90 azaltilmistir.
Aflatoksin Antep fist1g1 50, 100 ve 200 ppm 30 °C- 10 giin - Uygulanmis olan ozon konsantrasyonlarinin artmasiyla ~ Baazeem ve dig.

30 dk

birlikte antep fistigina inokiile edilen A. flavus kiifiiniin
AFBI iretimleri gittikce azalmistir.

(2022)
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2. YONTEM

2.1  Aspergillus flavus Kiifiiniin Gelisim Kosullari, Muhafazas1 ve

Gelisim Takibinin Yapilmasi

Deneylerde kullanilan A. flavus kiifii (MAM-200682) TUBITAK Marmara
Arastirma Merkezi Gida Enstitiisii’'ndeki kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir
(Ozgakmak ve dig. 2010). Kiif izolati, analizlerde kullanilincaya kadar saf kiiltiir
halinde %60°lik gliserol icerisinde -70 °C’de saklanmistir. Analizlerde kullanilacak

olan izolat, PDA besiyerinde aktive edilmistir.

Tez galismasi boyunca, A. flavus kiif izolatinin canliligini siirdiirebilmesi
onem arz etmektedir. Bu sebeple, 7-10 giinliik periyotlarla steril kabin altinda

pasajlama islemi yapilmis ve kiif izolatinin canliliginin stirdiiriilmesi saglanmstir.

Pasajlama isleminde, projede in vitro calismalarda kullanilan PDA besiyeri
kullamilmistir. iginde PDA besiyeri bulunan petri kutularidaki kiif kolonileri steril
bir 6ze yardimiyla alinmis ve i¢inde s6z konusu agari bulunduran diger bir petri
kutusuna {i¢ nokta ekim yontemiyle aktarilmistir. Ardindan petri kutular1 30 °C’de 7

giin depolamaya birakilmistir. Bu islem, periyodik olarak 3 tekerriirlii yapilmuistir.

22 PDA Besiyeri ve Kirmuzibiber Orneklerinin Inokiilasyona

Hazirlanmasi

Tez kapsaminda kullanilan PDA besiyeri, besiyeri bilesenlerinin satin
alinmasiyla birlikte laboratuvar sartlarinda hazirlanmistir. Bu amagla Denizli’deki
yerel marketlerden temin edilen patatesler (200 g), yikanarak kabuklari soyulmadan
kiiciik pargalar haline getirilmis, bir tencereye alinmis ve tizerine 1 litre saf su
eklenip kaynamaya birakilmistir. Yarim saat boyunca kaynar halde birakilan
patatesler bir huni ve cendere bezi yardimiyla siizdiiriilerek meziire alinmis olup,

buharlasarak eksilen su miktar1 tekrar saf su ile 1 litreye kadar tamamlanmistir.
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Ardindan igerisine 20 g dekstroz monohidrat (Tekkim, 14431) ve 15 g agar (Sigma,
05039) ilave edilerek besiyeri karisimi hazirlanmistir. Bu besiyeri, otoklavda
(Hirayama, HA-300M, Saitama, Japonya) 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmis ve

analizlere hazir hale getirilmistir.

Analizlerde kullanilan diger bir materyal olan kirmizibiberler, yine
Denizli’deki yerel marketlerden temin edilmistir. Yikanan ve kurulanan biberler, bir
bigak yardimiyla ¢ekirdek ve saplarindan ayirilip 5x5 cm boyutlarinda kesilerek kare
pargalara ayrilmistir. Ardindan biber pargalart ev tipi bir kurutucuda (Profilo,
PFD2350W, Polonya) kurumaya birakilmistir. Yari kurutulan biberler kurutucudan
alindiktan sonra sogumaya birakilarak inokiilasyon islemine hazir hale getirilmistir.
Calismalarimizda, kirmizibiber 6rneklerinde saglikli bir kiif gelisimini saglayacak
nem degerlerini belirlemek adina 5x5 c¢cm boyutlarindaki biberler, farkli kurutma
stireleri boyunca (8, 9, 10, 11 ve 12 saat) kurumaya birakilmistir. Denenen her bir
kurutma siiresi sonunda biber orneklerinin nem miktarlari bir nem tayin cihazi
(Scaltec, SMO 01, Gottingen, Almanya) ile tespit edilmistir. Kurutma islemleri
sonunda, 11 saat boyunca kurutulan biberlerdeki dl¢iilen nem degeri araligi %61.20-
70.48 olarak belirlenmistir. Bu orneklerin aw degerleri bir su aktivitesi tayin cihazi
(GBX Fast/Lab, Romans sur Isére, Fransa) ile belirlenmis ve 0.85-0.91 olarak tespit
edilmistir. Yapilmis olan bir literatiir ¢alismasinda A. flavus kiifiiniin gidalardaki
optimal gelisimi ve mikotoksin {iretebilmesi i¢in gerekli olan aw araligr 0.80-0.99
olarak verilmistir (Thanushree ve dig. 2019). Buna gore bu tez c¢alismasinda, A.
flavus kiifiiniin gelisiminin takibi i¢in 11 saat boyunca kurutulan biber 6rneklerinin

kullanilmasina karar verilmistir.

2.3 Aspergillus  flavus  Spor Soliisyonunun Hazirlanmas1 ve

Inokiilasyon

25 °C’de 7 giin boyunca inkiibe edilmis A. flavus kiifiinii iceren PDA besiyeri
tizerine 10 mL steril saf su eklenmistir. Steril edilmis bir drigalski spatiilii yardimiyla
besiyeri yiizeyi kazinarak kiif sporlarinin suya ge¢mesi saglanmistir. Elde edilen spor
siispansiyonu, steril bir tiipe cendere bezinden siizdiirilerek alinmistir.

Analizlerimizde kullanilacak olan bu siispansiyonun igerdigi kiif spor sayisini tespit

25



etmek amaciyla Thoma laminda hiicre sayim teknigi kullanilmistir. Thoma laminda
koloniler sayilmis, gerekli hesaplamalarin yapilmasiyla birlikte belirli oranlarda
diliisyonlar hazirlanarak siispansiyondaki kiif spor sayis1 3x107 spor/mL olarak

ayarlanmustir.

Hazirlanan A. flavus spor siispansiyonundan (3x10’ spor/mL), 6nceden
petrilere dokiilmiis ve katilastirilmis PDA besiyerlerinin ve kirmizibiber 6rneklerinin
(etli i¢ kismu tistte olacak sekilde) merkezlerine steril kabin igerisinde otomatik pipet
yardimiyla 10 pL alinip inokiile edilmistir. Merkezlerine kiif sporu inokiile edilen
petri igerisindeki PDA besiyeri ve kirmizibiber oOrneklerinin kontrol gruplari
depolama ortamlarina, ozon gazi uygulanacak gruplar ise ozon gazi uygulama

haznelerine alinmustir.

2.4 Farkh Ozon Gazi Uygulamalarmm A. flavus Kiifiiniin Gelisimi

Uzerine Etkilerinin incelenmesi

Ozon gazi ortamindaki A. flavus kiifiiniin, PDA ve kirmizibiber tizerindeki
gelisimleri ve potansiyel aflatoksin tiretimlerinin incelenebilmesi amaciyla ozon gazi
uygulamasi iki farkli yontem ile uygulanmistir. Gergeklestirilmis olan ozon gazi
uygulamalari, ozon gazinin Yiiksek Doz Kisa Siire (YDKS) ve Diisilk Doz Uzun
Siire (DDUS) olmak {iizere birbirinden bagimsiz iki yontem ile PDA ve kirmizibiber

orneklerine uygulanmasi seklindedir.

2.4.1 PDA Besiyerlerine YDKS Yontemi ile Ozon Gazi Uygulamasi

YDKS yontemi ile PDA besiyerlerinin ozonlanmasi, g¢eker ocak sistemi
altinda kapaginda delikler agilarak modifiye edilmis, 14 litre hacimli ozon gazi
uygulama haznesi igerisinde yapilmistir. Bu haznenin kapagindaki deliklerden PDA
besiyerlerini gecirebilmek ve 0zon gazina maruz birakabilmek i¢in kiigiik cam
petriler (Borosil, 50x12 mm) kullanilmistir. Ozonlama sistemi; bir 0zon jeneratorii
(AZ 1001, Kuark Tekozon, Ankara), jeneratorii besleyen bir hava pompasi,
ozonlama haznesi ve ozon gazi analizoriinden (2B Technologies, 106-H, ABD)

olusturulmustur. Ozon jeneratorii, hava pompasinin jeneratdre hava beslemesiyle
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calistirilmigtir. Ozon analizoriiniin ekraninda okunan deger sabitlenene kadar
(vaklasik 1 saat) beklenmis ve hazne igerisindeki ozon gazi konsantrasyonunun
1500+100 pL/L’de sabit kaldigi goriilmistiir. Ardindan A. flavus kiifii igeren kiigiik
cam petriler kapaksiz bir sekilde, deliklerden steril bir masa yardimi ile gegirilerek
hazne igerisine alimmustir. Delikler tipalar ile kapatildiktan hemen sonra siire
baslatilmig ve petriler ozon gazina sirasiyla 1, 2, 4 ve 8 saat boyunca maruz
birakilmistir. Ozonlama islemleri boyunca hazne i¢i sicaklik ve bagil nem degerleri
dijital bir higro-termometre cihaziyla (TFA, Dostmann/ Wertheim) sirasiyla 25+6 °C
ve %5048 olarak Olglilmistiir. Ozonlanan ornekler islem sonunda 30 °C’ye

ayarlanmis bir inkiibatére alimmistir. YDKS ozon gazi uygulamasmin yapildigi

deney ortam1 Sekil 2.1°de verilmistir.

Oksijen
Konsantratori

Ozonlama
Haznesi

Oksijen Pompasi

o= 228

Sekil 2.1: YDKS ozon gazi uygulamasinin yapildigi 0zonlama sistemi.

2.4.2 Kirmuzibiber Orneklerine YDKS Yontemi ile Ozon Gazn

Uygulamasi

Biberlere uygulanan YDKS ozonlama yontemi, PDA 6rneklerindeki gibi ayni
deney ortaminda ve sartlarda yapilmistir. Kesilip kurutulan ve A. flavus kiifii ile
inokiile edilen kirmizibiberler, dnceden steril edilmis aliminyum folyo iizerine, Spor

siispansiyonunun bulundugu biberlerin etli ylizeyi iistte kalacak sekilde yerlestirilmis
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ve ozonlama haznesinin kapaginin deliginden steril masa yardimiyla hazne igerisine
konmustur. Ayni siirelerle (1, 2, 4 ve 8 saat) ozonlanan biberler, islemlerin sonunda

steril plastik petrilere konularak 30 °C’ye ayarlanmis inkiibatore alinmistir.

2.4.3 PDA Besiyerine DDUS Yontemi ile Ozon Gaz1 Uygulamasi

DDUS yontemi ile PDA besiyerlerinin ozonlanmasi igin 20 litre hacimli cam
bir akvaryum haznesi kullanilmistir. Haznenin kapagina, ozon gazinin hazne igine
girmesi i¢in jeneratérden gelen ozon gazinin gegtigi borunun gapi 6l¢iisiinde, 1 cm
capl bir delik agilarak kapak modifiye edilmistir. Hazne igerisine uygulanacak olan
ozon gazi konsantrasyonunun sabit kalmasini saglayabilmek i¢in kullanilan 0zon
gazi jeneratdriine, farkli bir ozon gazi analizorii (Teknozone, TKZ-OS6, Izmir,
Tiirkiye) ve hava pompasi yerine oksijen konsantratorii baglanmis ve jenerator-
konsantratdr-analizor cihazlar1 arasinda elektriksel baglanti kurulmustur. Ozon
analizoriiniin alt ve Ust sinir1 sirastyla 0.05 pL/L ve 0.15 pL/L’ye ayarlanmistur.
Boylece ortamdaki ozon konsantrasyonunun 0.05 uL/L’nin altina diistiigiinde ozon
jeneratoriiniin - ¢alistirilmasi, 0.15 pL/L’nin {izerine ¢iktiginda ise jeneratoriin
durdurulmas: saglanmigtir. Bu sayede hazne i¢i ozon konsantrasyonunun 0.1+0.05
puL/L’de sabit kalmasi saglanmistir. Analizor ve hava nemlendirici (Havvaca, HD-
1350B) hazne igerisine yerlestirilmistir. Deney ortaminda saglanmasi istenen
sicaklik, laboratuvardaki bir klima (Olefini, OLE 18 DCW) ile 25+1 °C olarak
ayarlanmigtir. Kontrol grubu igin, ayni laboratuvardaki bir dolap igerisine
nemlendirici cihaz yerlestirilmesi ile deney ortami saglanmistir. DDUS ozon gazi

uygulamasinin yapildig1 hazne ve kontrol grubu ortami Sekil 2.2’de verilmistir.
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Sekil 2.2: DDUS ozon gazi uygulamasinin yapildigi hazne ve kontrol grubu ortami.

Plastik petri kutularina dokiilen ve katilasan PDA besiyerleri, A. flavus spor
siispansiyonu ile inokiile edilmistir. Ardindan, petri kutusu i¢ine inokiile edilen kiifiin
0zon gazina maruz kalabilmesi i¢in, kapaklarina lehim cihazi ile 1 cm ¢apinda 8 adet
delik agilarak petri kutular1 modifiye edilmistir. Modifiye edilmis petri kutusuna ait
gorseller Sekil 2.3’te verilmistir. Modifiye edilmis petriler, ozon gazi uygulama

haznesine alinmis ve analiz baslatilmistir.

Ozonlama haznesine alinan PDA’larin bulundugu petrilerin kapaklarinda s6z
konusu delikler olmasmna karsin, kontrol grubu Orneklerinin kapaklari, ©n
denemelerde kapaklarin delik olmasi durumunda dogal bir kontaminasyon
olusmasindan o&tiirli, kontrol grubu petrileri kapaklart delinmeden depolamaya
alinmistir. Bu islem, kirmizibiber 6rneklerinde de kontaminasyon goriildiigii i¢in

kirmizibiberlere de ayni sekilde uygulanmistir.

Hazne ve dolap i¢i ortam bagil nem degerlerinin, nemlendirme cihazinin
ayarlanmasiyla %55+15°te sabit kalmas1 saglanmistir. On denemelerde, PDA
besiyerinde kontrol ortaminda A. flavus kiifiiniin gelisimi, petri kabmnin ¢apmi 8

giinde kapladigi tespit edildiginden dolay1 analiz 8. giinde sonlandirilmustir.
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Sekil 2.3: Lehim cihazi ile modifiye edilmis petri kutulari.

2.4.4 Kirmzibiber Orneklerine DDUS Yontemi ile Ozon Gaz
Uygulamasi

Biber orneklerine uygulanan DDUS ozonlama islemi, PDA besiyerinde
gerceklestirilen deneylerle ayni ortam sartlarinda yapilmistir. inokiile edilen yari
kurutulmus biber 6rnekleri, plastik petrilere alindiktan sonra yine lehim cihazi ile
kapaklarina 1 c¢cm ¢apinda 8 adet delik agilmistir. Ozonlama haznesi ve kontrol
gruplarinin bulundugu dolap ortami igi sicaklik ve bagil nem degerleri PDA
uygulamasindaki gibi swrastyla 25+1 °C ve %55+15 olarak ayarlanmistir. On
denemelerde, kontrol gruplarindaki biberlerin etli yiiziiniin tamamen kiiflenmesi 6.

giinde tamamlandig1 tespit edildigi i¢in depolama islemi 6. giinde sonlandirilmistir.

25  PDA ve Kirmizibiber Orneklerindeki A. flavus Kiifii Gelisiminin
Takibi

PDA besiyerlerine uygulanan YDKS ozonlama isleminin A. flavus kiifiine
kars1 olan inhibisyon etkisinin takibi; Karaca ve dig. (2014) tarafindan 6nerilen bir
yontem ile yapilmistir. Buna goére kullanilan cam petrilerdeki PDA 6rneklerinin,
depolama siireleri boyunca iizerinde gelisen kiif kolonisinin 3. giine kadar her giin
olmak tizere kiif gelisimi, birbirine dik 2 diizlemde kiif capinin bir cetvel yardimiyla
Olgiilerek milimetre (mm) cinsinden hesaplanmasiyla tespit edilmistir. Bu

calismalarin her biri 5 tekerriirlii yapilmigtir. Kontrol grubunda inkiibasyon siiresi
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sonunda olgiilen deger (dc) 45 mm olup, farkli ozonlama siirelerine maruz kalan
petrilerin ayr1 ayr1 her bir grup icin ¢aplarinin ortalamalart (dt), mm cinsinden
belirlenmis ve asagidaki denklem (2.1) kullanilarak % inhibisyon degerleri

hesaplanmustir.

dc—dt

% Inhibisyon = x 100 2.1)

PDA besiyerinde DDUS ozon uygulamasinda ise, besiyeri iizerinde A. flavus
kiiftinin gelisiminin takibi 8. giine kadar siirdiiriilmiis ve her giin yine bir cetvel
yardimi ile mm cinsinden Ol¢timler yapilmistir. Kontrol grubunda, inkiibasyon stiresi
sonunda Olgiilen deger 85 mm olup, kontrol grubuna kiyasla 0.1 pL/L
konsantrasyonunda ozonlanan PDA’da  kif gelisimi, koloni ¢aplarinin
ortalamalarinin alinmasinin ardindan % inhibisyon degerleri yukarida belirtilen

formiille (2.1) hesaplanmuistir.

Biber o6rneklerine uygulanan YDKS ve DDUS ozon gazi uygulamalarinda,
petri kaplarindaki gibi simetrik bir kiif kolonisi gelisimi gézlemlenemedigi icin ¢ap
Olglimii yapilamamustir. Bu sebeple biberler, depolama siiresinin sonunda alinip
Aspergillus flavus ve parasiticus Agar (AFPA, Sigma-17121) besiyeri iizerine
mikrobiyolojik yayma ekim yodntemi uygulanarak ozon gazinin her iki metotla
birlikte biberlerdeki A. flavus kiifiiniin gelisimine olan etkisi incelenmistir. Segici bir
besiyeri olan AFPA’da gerceklestirilen calismada, diliisyon hazirlama islemlerinin
ardindan yayma ekim yapilip petri kutular1 30 °C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. 48 saatin sonunda besiyeri lizerinde gelisen turuncu renkli kolonilerin
saymmi yapilarak gelisim miktarlarinin hesabi, diliisyon oranlar1 dikkate alinarak
yapilmis ve sonuglar log kob/g olarak verilmistir (Ghitakou ve dig. 2006; Tripathi ve
Mishra, 2009). Sekil 2.4’te kirmizibiber orneklerine ait olan AFPA besiyerinde
gozlemlenen tipik A. flavus kif kolonilerinin arkadan ve onden gorintiileri

verilmistir.
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Sekil 2.4: AFPA besiyerinde gozlemlenen tipik A. flavus kiif kolonileri.

2.6 Aflatoksin Analizleri

PDA ve kirmizibiber Orneklerindeki kiif gelisimi takibi i¢in yapilan
inokiilasyon, ozon gazi uygulamasi ve depolama islemleri, bu kez de iiretilen
aflatoksin miktarlarinin tespiti i¢in yapilmistir. Yapilan aflatoksin analizleri ile, PDA
ve kirmizibiber 6rneklerine ayr1 ayr1 uygulanan YDKS ve DDUS ozonlama metotlari

ile A. flavus kiifiiniin aflatoksin iiretim miktarlar1 incelenmistir.

PDA ve kirmizibiberlerde {iiretilen aflatoksin miktari tayini, aflatoksinlerin
orneklerden ekstrakte edilmesi ve ekstraktin Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi
(High Performance Liquid Cromatography, HPLC) cihazinda analiz edilmesiyle
gerceklestirilmistir.

Analizlerde kullanilan c¢ozeltiler, AFB1 ve G1’in floresans yayilimlarmi
degistirdikleri icin bu aflatoksinlerin dedektdr tarafindan kolayca teshis edilmesi
amaciyla tiirevlendirme islemi yapilmistir. HPLC kolonu ile floresans dedektor
arasina yerlestirilen bir hiicrede (Coring Cell, CC3200130) elektrokimyasal olarak
tiretilen brom ile AFB1 ve AFGL, daha yiiksek floresans 6zellik gosteren tiirevleri
olan B2A ve G2A’ya doniistirilmiistiir. Tiirevlendirme igsleminin yapilabilmesi i¢in
mobil faz igerisine potasyum bromiir (KBr; Sigma-Aldrich, 02110) ve nitrik asit
(HNO3; Merck, 100443, %65) ilave edilmistir.
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Aflatoksin analizlerinin gercgeklestirildigi HPLC cihaz1 6zellikleri ve
analizlerdeki kromatografi kosullar1 Tablo 2.1’de verilmistir. Tiim aflatoksin

analizleri her bir metottaki gruplar i¢in 3 tekerriirlii olarak yapilmistir.

Tablo 2.1: Aflatoksin analizlerinin gerceklestirildigi HPLC cihaz1 ozellikleri ve
analizlerdeki kromatografi kosullari.

HPLC Shimadzu LC-20AD, Kyoto, Japonya
POMPA Shimadzu LC-20A
DEGASSER Shimadzu DGU-20A
KOLON Intersil ODS 3 analitik kolon (GL Sciences, ODS 3 Intersil,
patikiil cap1: Spm, 250*4.6 mm i¢ ¢ap, Tokyo, Japonya)
KOLON FIRINI 25 °C (Shimadzu CTO-20A)
DEDEKTOR Floresans dedektor (Shimadzu RF-20A)
MOBIL FAZ Metanol:Su (216 mg KBr+636 pL 4M’lik HNO3, 40:60)
AKIS HIZI 1 mL/dakika
DALGA BOYU Tahrik: excitation dalga boyu 360 nm, Yayim: emission
dalga boyu 430 nm
ENJEKSIYON HACMI 20 puL

2.6.1 Aflatoksin Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

Aflatoksin standardi olarak mililitresinde 1 ng AFB1, 0.29 ng AFB2, 0.99 ug
AFG1 ve 0.27 pg AFG2 bulunan 1 mL metanol igerisinde ¢oziinmiis toplam
aflatoksin standart ¢ozeltisi (Supelco, Bellefonte, PA, ABD) kullanilmistir.
Aflatoksinler, sabit mobil faz akis hizindaki gelis zamanlar1 tespit edilerek
bulunmustur. Igerisinde 10 ppb AFB1, 2.9 ppb AFB2, 9.9 ppb AFG1 ve 2.7 ppb
AFG2 bulunduran aflatoksin standart g¢ozeltisine ait kromatogram Sekil 2.5°te
verilmistir. Sekilden goriildigii tizere, AFG2, G1, B2 ve Bl pikleri sirasiyla 17.75,
23.63, 25.59 ve 39.38. dakikalarda gelmistir.
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Sekil 2.5: AFB1, AFB2, AFG1 ve AFQG2 igeren standart ¢ozeltiye ait kromatogram.

Analizlerde kullanilan A. flavus kiifiniin sadece AFB1°i iiretmesinden dolayz,
kalibrasyon egrisi ¢izmek igin metanol ile igerisinde 10-250 ppb AFB1 bulunan
cozeltiler hazirlanmig ve HPLC cihazina verilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in ayri
ayr1 5 noktali kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. AFB1 i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi

Sekil 2.6’da verilmistir.
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Sekil 2.6: AFBI ig¢in ¢izilen kalibrasyon egrisi.
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2.6.2 Ekstraksiyon, Temizleme ve Enjeksiyon

Orneklerde aflatoksin analizi AOAC 999.07 numarali ‘Fistik Ezmesi,
Antepfistig1 Ezmesi, Incir Ezmesi ve Toz Biberde Aflatoksin Belirlenmesi’ baslikli
resmi metot, kendi calismamiza uyarlanarak gerceklestirilmistir (Stroka ve dig.
2000). Aflatoksin igerigi tespit edilmek istenen plastik petrilerdeki PDA ornekleri
(yaklasik 20 g) Waring blender haznesine alinmis ve igerisine 2.5 g sodyum kloriir
(Sigma-Aldrich, 31434), 7.5 mL saf su ve 70 mL saf metanol (isolab, 947.043) ilave
edilmistir. Aflatoksin analizlerinde kullanilan cam petrideki PDA ve kirmizibiber
orneklerinin gramajlar1 sirasiyla yaklagik olarak 5 g ve 2.5 g oldugundan,
ekstraksiyon isleminde kullanilan metanol, sodyum kloriir ve saf su miktarlar1 6rnek
miktarlarina gore (sirastyla dortte bir ve sekizde bir oranlarinda) azaltilarak
kullanilmistir. Blender 1 dakika diisiik devir hiziyla ¢alistirilmistir. Daha sonra
blender igerigi kaba filtre kagidindan siiziilmiistiir. Siiziintiiden 5 mL alinip {lizerine
10 mL fosfat tampon ¢ozeltisi (phosphate buffer solution=PBS, pH:7.4) eklenerek
seyreltilmistir. PBS, 8 g sodyum kloriir, 0.2 g potasyum kloriir, 0.2 g potasyum
dihidrojen fosfat ve 1.45 g disodyum hidrojen dihidratin 1000 mL saf su igerisinde

¢ozdiiriilmesi ile hazirlanmustir.

Seyreltilen ekstrakt (15 mL) dogal akis hizinda (yaklasitk 3 mL/dakika)
immuno affinite kolondan (Aokin AG, Berlin, Almanya) gecirilmistir. Filtrattan
sonra kolondan birkag¢ defa hava gegirilmistir. Kolon iki kez 10 mL saf su gegirilerek
(5 mL/dakika) yikanmis ve ardindan tekrar birka¢ defa hava gecirilmistir. Ucu,
orijinal tipasiyla kapatilan kolona iistten 1 mL metanol (HPLC safliginda, Merck,
106007) ilave edilmis ve 3 dakika bu sekilde beklenmistir. Siire sonunda kolondaki
metanol bir viale alinmis ve lizerine 1 mL saf su ilave edilmistir. Vial igerisindeki bu
ornek, HPLC cihazina enjekte edilmistir. Enjeksiyon islemi, 50 pL’lik siringa
(Hamilton, 705NR) ile gerceklestirilmistir. Yapilan her enjeksiyonun 6ncesinde ve
sonrasinda siringa HPLC safligindaki metanol ile temizlenmistir. Aflatoksin
analizlerinin ekstraksiyon basamaginda kullanilan deney diizenegi Sekil 2.7°de

verilmistir.
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Sekil 2.7: Aflatoksin analizlerinin ekstraksiyon basamaginda kullanilan deney
diizenegi.

2.7 istatistiksel Analiz

Calismamizdaki istatistiksel degerlendirmeler ‘Minitab 16 Statistical
Software’ ve ‘MSTAT-C Statistical Software’ programlar: kullanilarak yapilmistir.
Elde edilen veriler Minitab programindaki ‘Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA)’
yontemi ile degerlendirilmistir. Ortalamalar arasindaki farkliliklar Tukey testi ile
karsilastirilmis olup karsilagtirma gruplarina ait veriler a=0.05 giliven araligina gore
test edilmistir. Daha sonra ortalamalar, MSTAT-C programindaki ‘Duncan Coklu
Aralik Testleri (p < 0.05)” kullanilarak karsilastirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 A flavus Kiifii inokiile Edilmis PDA Besiyerlerine YDKS Ozon

Gaz1 Uygulamasinin Kiif Gelisimine Etkisi

Farkl1 siirelerde 1500 £ 100 uL/L ozon gazi ile muamele edilip, 30 °C’de 3
giin siireyle depolanan PDA besiyerlerinde A. flavus kiifiiniin gelisimleri Sekil 3.1’de

goriilmektedir.

Kontrol 6rneklerinde kiif koloni ¢ap1 depolamanin 1., 2. ve 3. giinlerinde
sirastyla 19, 35 ve 45 mm olarak belirlenmistir. Gergeklestirilen ozonlama
uygulamalar1 sonrasindaki depolama siirecinde kiif gelisiminin gozle goriiliir bir
sekilde azaldig tespit edilmistir. Ozonla muamele siiresi arttik¢a, kiif gelisiminin
inhibisyonu da artmistir. Ornegin, 1, 2 ve 4 saatlik ozon uygulamalar1 sonucunda
depolamanin 3. giiniindeki inhibisyon oranlarinin sirasiyla %18, 24 ve 33 oldugu
belirlenmistir. 8 saatlik ozon uygulamasi ile kiif gelisiminin tamamen inhibe oldugu
tespit edilmistir. Literatiirdeki ¢aligmalar da ozon uygulamalariyla A. flavus kiifiiniin
gelisiminin azaltildigini (Baazeem ve dig. 2022) ve hatta tamamen durdurulabildigini
(Santos ve dig. 2016) bildirmislerdir.
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Depolama siiresi (giin)

Ozonlama siiresi (saat)

Kontrol

1 saat

2 saat

4 saat

8 saat

Sekil 3.1: Farkl siirelerde 1500 + 100 pL/L ozon gazi ile muamele edilip, 30 °C’de
3 giin siireyle depolanan PDA besiyerlerinde A. flavus kiifiiniin gelisimleri.

Gergeklestirdigimiz ¢alismaya benzer bir sekilde, Savi ve Scussel (2014),

PDA besiyeri merkezine farkli kiif tiirlerini (F. graminearum, F. verticillioides, P.

citrinum, A. flavus ve A. parasiticus) inokiile edip 1 ve 2 saat siiresince 60 pL/L ozon

gaz1 uygulamislar ve besiyerindeki kiif kolonilerinin gelisimlerini 25 °C’de 8 giin

boyunca izlemislerdir. Yazarlar, 1 ve 2 saatlik ozon uygulamalar1 sonucunda A.

flavus kiiftiniin gelisiminin %15 ve %28.5, A. parasiticus gelisiminin ise %8 ve %23
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oraninda azaldigini bildirmislerdir. A. flavus kiifiine uygulanan ozon gaziyla kiifiin
morfolojik yapisinda deformasyonlar ve hif yapisinda yirtilmalar gézlemlemiglerdir.
Boylece kiif hiicre zarmmin da yirtilmasiyla birlikte, biiylimenin azaldigimi iddia
etmislerdir. Ayrica ozonlanan Orneklerde yiiksek oranlarda %49-97 hif Oliimi
gerceklesmistir. Bu durumun sebebi, ozon gazi varliginda, kiiflin reaktif oksijen stres
durumuna girmesiyle birlikte kiif hiicresinin 6liimiiniin saglanmasidir. Ozon gazinin
tim kif tiirlerinde reaktif oksijen stres tiretimi gergeklestirdigi gézlemlenmistir. Elde
edilen sonuglara gore yazarlar, s6z konusu Aspergillus kiiflerinin ozona karsi en

direngli kiif tiirleri oldugu bildirmislerdir (Savi ve Scussel, 2014).

Buna karsin Brodowska ve dig. (2017), ardi¢ kozalagi ve kakule tohumunda
gerceklestirdikleri bir calismada farkli kiif tiirlerinin ozonla inhibisyonlarin
incelemis ve bir baska Aspergillus tiirii olan A. niger’in, test edilen tiirler arasinda
ozondan en ¢ok etkilenen tiir oldugunu bildirmistir. Siiphesiz, kiifiin ozonla inhibe
edilmesi tiizerine, kiifiin tiirli, bulundugu ortam sartlari, inokiilasyon yogunlugu,

ozonlama sartlar1 gibi bir¢ok faktor etkilidir.

3.2 A flavus Kiifii inokiile Edilmis Kirmizibiber Orneklerine YDKS

Ozon Gazi Uygulamasinin Kiif Gelisimine Etkisi

YDKS ozon uygulamasi, yari-kurutulmus biber drneklerinde de denenmistir.
Yari-kurutulmus biber 6rneklerine A. flavus kiifii inokiilasyonu yapildiktan sonra,
farkli siirelerde (0-8 saat) ozonlama uygulamasi gergeklestirilmistir. Daha sonra
biber 6rnekleri, 30 °C’de 6 giinliik depolamaya birakilmistir. Depolama sonrasinda,
biber 6rneklerindeki A. flavus kiifii sayist AFPA besiyeri kullanilarak tespit edilmis

ve elde edilen sonuglar Sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.2: YDKS ozon uygulamasi ile muamele edilen biber drneklerinin, 30
derecede 6 giinliikk depolama sonundaki A. flavus sayilari.

Ozonlama islemi yapilmamis Orneklerde (kontrol), 6 giinlik depolama
sonunda tespit edilen A. flavus kiifii sayis1 1.90x10® kob/g olarak bulunmustur.
Ozonlama islemi goren tiim biber 6rneklerinde kiif sayisinin azaldig: tespit edilmis
ve 1, 2, 4 ve 8 saatlik islem goren 6rneklerde kiif sayisinda sirasiyla 0.20, 0.98, 1.09

ve 1.57 log’luk azalmalar meydana geldigi tespit edilmistir.

Literatiirdeki ¢aligmalarda da s6z konusu degerlere yakin sonuglar
bulunmustur. Ornegin; McDonough ve dig. (2011), musirlar1 47800 pL/L gibi yiiksek
bir ozon dozuyla 1.8 dakika gibi kisa bir siire muamele ettiklerinde, A. flavus
sayisinda %96’lik (1.06 log’a tekabiil eder) bir azalma gdrdiiklerini bildirmistir.

Islem 3 kere tekrarlandiginda ise 2 log’luk azalma tespit edilmistir.

Ozon gazi ile muamele edilip depolanmis farkl: tirtinlerde, Aspergillus cinsine
ait kiiflerin gelisiminin ve spor sayilarinin etkili bir sekilde sinirlandirildigin: bildiren
calismalar mevcuttur (Al-Ahmadi ve dig. 2009; Giordano ve dig. 2012; Beber
Rodrigues ve dig. 2015; Savi ve dig. 2015; Ouf ve Ali 2021).
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3.3 A flavus Kiifii Inokiile Edilmis PDA Besiyerlerine DDUS Ozon
Gaz1 Uygulamasinin Kiif Gelisimine Etkisi

A. flavus kiifiiniin sporlariyla inokiile edilip, 8 giin siireyle hava ve 0.1
nL/L’lik ozon atmosferinde depolanan PDA besiyerlerinin gorselleri Sekil 3.3’te

verilmigtir.

Uygulanan ozon Depolama siires1 (giin)
gazi
konsantrasyonu 2 4 6 g

Kontrol

0.1 ppm

Sekil 3.3: 30 °C’de 8 giin siireyle hava ve 0.1 pL/L’lik ozon atmosferinde depolanan
PDA besiyerlerindeki A. flavus kiifiiniin geligimleri.

A. flavus kiifiinlin gelisiminin, ozon atmosferinde daha yavas da olsa, her 2
depolama sartlarinda da ilerledigi goriilmektedir. A. flavus kiiftiniin gelisimi
depolamanin 2, 4, 6 ve 8. giinliinde hava atmosferinde 23, 45, 70 ve 85 mm olarak,
ozon atmosferinde ise 19, 39, 64 ve 78 mm olarak Ol¢iilmiistiir. Depolama
atmosferinde 0.1 pL/L ozon gazi bulunmasi durumunda, depolamanin 2, 4, 6 ve 8.
giinlerinde kiif gelisiminin sirasiyla %17.4, %13.3, %8.6 ve %8.2 diizeylerinde

inhibe oldugu belirlenmistir.

Depolama siiresi boyunca, ozon gazinin A. flavus kiifiinii inhibe etme
oraninin azaldigi tespit edilmistir (Sekil 3.4). Bu durum, A. flavus kiifiniin ozon
gazina karsi basta oldukca hassas oldugunu, ancak zamanla ozona karsi bir direng

gelistirdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 3.4: Depolama siiresi boyunca, ozon gazinin A. flavus kiifiinii inhibe etme
ylizdeleri.

Bataller ve dig. (2012), papaya meyvesinden izole ettikleri Aspergillus spp.
kiifiinli PDA besiyerine inokiile etmisler ve 4 giin boyunca 233 uL/L ozonla
muamele etmislerdir. 4. giiniin sonuna kadar misel ¢ap1 gelisimi, koloni rengi ve
yapilart takip edilmistir. 2. giine kadar ozon ve kontrol gruplar1 arasinda ¢ap gelisimi
farki mevcutken, 4. giliniin sonunda 2 grubun caplar1 birbirine esitlenmistir. Bu
nedenle, Aspergillus spp.’nin 2. giinden itibaren ozona karst 6nemli bir direng
gosterdigi sonucuna varilmistir. Kiife uygulanan ozonlama islemi sonucu inhibisyon

etkisi, giin gectikge azalmistir.

Ayni sekilde Rodrigues ve dig. (2015), 20, 60 ve 120 dakika ozonla muamele
ettigi ay ¢ekirdeklerinde ozonlama isleminin sonuna dogru A. flavus kiifliniin
goriilme siklig1 (incidence)’nin ve siddeti (severity)’nin azalmasinin durdugunu

bildirmislerdir.

Benzer sekilde, Taran ve dig. (2020), A. flavus ile yapay olarak kontamine
edilen ve 100 uL/L ozon atmosferinde depolanan misir tanelerindeki kiif gelisiminin,

depolamanin sonuna dogru ozon gazindan daha az etkilendigini gézlemlemislerdir.

Ote yandan depolama atmosferindeki, 0.1 pL/L ozon gazi varligi esasen

kiifiin morfolojisi lizerine etki etmistir. Soyle ki;
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Kontrol orneklerindeki koloni yapisi, merkezde (yasli kolonilerde) yesil,
cevresinde (geng¢ kolonilerde) beyazdir. Ozonlanan Orneklerde ise koloni yapisi,
merkezde (yash kolonilerde) agik sari, ¢evresinde (geng kolonilerde) yine beyazdir
(Sekil 3.3). Calismalarimiza benzer sekilde PDA besiyerinde (Zotti ve dig. 2008) ve
Brezilya findig1 6rneklerinde (De Oliveira ve dig. 2020) yapilan ozonlama islemleri

sonucu A. flavus kiif koloni renginin degistigi bildirilmistir.

Bu durumun anthraquinone denen bir maddenin ozon gaziyla okside
olmasindan kaynaklandigi iddia edilmektedir Shier ve dig. (2005). Bu maddenin

aflatoksin sentezindeki olusan bir ara {iriin oldugu bilinmektedir.

Goriildigi kadariyla ozon gazi, A. flavus kiifiiniin sporlanmasi {izerine de
onemli bir etki gostermistir. Kontrol grubunda, ilk 6rnekleme giiniinden depolama
sonuna kadar, tiim petrilerde yesil renkli bir sporlanma gézlemlenirken, 0.1 pL/L
ozon atmosferinde ise depolama boyunca, yesil kiif sporlar1 hi¢ gézlemlenmemis,
sarims1 misellerin depolama boyunca artarak petri kutusunu kapladigi tespit
edilmistir. Tarafimizca tespit edilmis olan bu durum, benzer sekilde yapilmis olan
diger calismalarda da (Antony-Babu ve Singleton, 2009; Fodil ve dig. 2016)
bildirilmistir.

3.4 A flavus Kiifii Inokiile Edilmis Kirnizibiber Orneklerine DDUS

Ozon Gazi Uygulamasinin Kiif Gelisimine Etkisi

DDUS ozon gazi uygulamast kirmizibiberler icin de denenmistir. Yari
kurutulmusg biberlere A. flavus kiifii inokiilasyonu yapildiktan sonra, 0.1+£0.05 uL/L
ozon gazi ve hava ortamima almarak analiz baglatilmistir. 6 gilin sonra, biber
orneklerindeki A. flavus kiif sayisini tespit etmek amaciyla AFPA besiyerine ekim

yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.5’te verilmistir.
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Sekil 3.5: DDUS ozon gazi ve hava ortamindaki kirmizibiber 6rneklerinin, 30 °C’de
6 giinliik depolama sonundaki A. flavus sayilari.

Kontrol orneklerinde (hava ortaminda) 6 giinlik depolama sonunda tespit

edilen A. flavus kiifii sayis1 1.80x10® kob/g olarak bulunmustur. 0.1 pL/L ozon

ortaminda 6 giin depolanan biberlerdeki A. flavus sayisinda kontrol grubuna kiyasla

1.66 logaritmalik azalma meydana gelmistir.

Gidalarin nispeten diigiik ozon dozlarmi (0.1 ppm-50 ppm) igeren ortamlarda
nispeten uzun siireler (3-45 giin) depolanmas1 daha once de ¢esitli arastirmacilar

tarafindan incelenmistir.

Ornegin, Tacumin ve dig. (2012), fermentasyona alinacak olan sosislere
daldirma metodu ile A. ochraceus sporlarini inokiile etmislerdir. 45 giinliik
fermentasyon siiresince sosisler her giin 8 saatlik 1 pL/L ozon gazina maruz
birakilmigtir. A. ochraceus gelisimi incelenmis ve 45. giine kadar kiif sayist
hesaplanmistir. Kontrol grubu 6rneklerinde, depolamanin 14. giiniinde gozle goriiliir
bir kiif gelisimi gbzlenirken, ozonlanan sosislerde 45. gline kadar herhangi bir kiif

gelisimi tespit edilmemistir.

Taran ve dig. (2020), bir tahil deposundaki bugdaylara A. flavus ve P.
nordicum kiiflerini inokiile etmisler ve 3 giin boyunca 50 ppm ozon gazina maruz
birakmislardir. Deney sonucunda A. flavus spor sayis1 %75, P. nordicum sayist %60

oraninda azaltilmistir.
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Kells ve dig. (2001), depolanmis olan misirlara inokiile ettikleri A.
parasiticus kiifiine 25 ppm ozonu 5 giin, 50 ppm ozonu 3 giin uygulamiglardir. 25
ppm-5 gilin uygulamasiyla A. parasiticus sayisinda etkili bir azalma saglanamazken,

50 ppm-3 giin uygulamasiyla kiif sayis1 %63 azaltilmistir.

De Alencar ve dig. (2012), yerfistiklarin1 A. flavus kiifii ile inokiile ettikten
sonra, ornekleri kontrol ve ozon grubu olarak ayirmiglar ve 4 giin boyunca 13-21
ppm ozon gazi ortamina birakmiglardir. 4. glin sonunda AFPA besiyerine yaptiklari
ekim sonucunda 13 ppm ozon gazi i¢in 2, 21 ppm ozon gazi i¢in 3 logaritmalik

azalmalar tespit etmislerdir.

Ayrica kiiflerin morfolojik yapilart da incelenmis, ozon gazi ortamindaki
fistiklarin, kiif kolonisinde depigmentasyon gozlemlenmistir. Kontrol grubu
tizerindeki kiif yapist yesil renkte iken, ozonlanan fistiklardaki kiif renginin beyaz

renkte oldugu tespit edilmistir.

Aynt durum, bizim deneylerimizde kullanilan biber Orneklerinde de
gozlenmistir. Kontrol grubu olan biber orneklerinde A. flavus kiifiiniin gelisimi yesil
renkli koloniler halinde, ozonlanan orneklerde ise beyaz kiif miselleri seklinde
gerceklesmistir (Sekil 3.6). Bu durumun, ozonlanan yer fistiklarindaki kiif yapisin

olusturan bilesenlerin oksidasyonu ile iligkili oldugu iddia edilebilir.

Ayrica, analizlerimizde kullanilan kirmizibiberlerde, ozon gazi uygulamalari
sonunda kontrol gruplarina kiyasla fizyolojik degisiklikler gozlemlenmistir. Bunlar;
renk, agirlik ve nem degeri gibi faktorlerdir. Yapilan c¢aligmalarda, meyve-sebze
tirlinlerine uygulanan ozon gazi islemleri sonucunda bazi fiziksel ve kimyasal kalite
kayiplar1 yasandig1 rapor edilmistir. Ozellikle ozon gazi bazi meyve-sebzelerde
(seftali, tliziim, ¢ilek, kereviz, marul, brokoli, ispanak) farkli kalite kayiplarina
(agirhk kaybi, toplam seker icerigi kaybi, polifenol ve vitamin kaybi, renk
pigmentlerinin kaybi) yol agtigi tespit edilmistir. Bu kalite kayiplarinin
yasanmasinda gidanin tiirii, ozon gazi konsantrasyonu, uygulama sekli ve siiresi gibi

faktorler onemli rol oynamaktadir (Karaca ve Velioglu, 2007).
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Uygulanan
ozon gazi Biber 1 Biber 2 Biber 3
konsantrasyonu

Kontrol

Sekil 3.6: 0.1 uL/L ozon gaz1 ve hava ortaminda 30 °C’de 6 giin boyunca depolanan
kirmizibiber drnekleri.

3.5 A flavus Kiifii inokiile Edilmis PDA ve Kirmizibiber Orneklerine
Uygulanan YDKS ve DDUS Ozonlama Islemlerinin Aflatoksin
Uretimlerine Olan Etkileri

Yiiksek dozda ozonla farkli stireler muamele goriip 30 °C’de depolanan PDA
besiyeri ve kirmizibiber orneklerinde depolama sonunda tespit edilen AFB1

miktarlar1 Tablo 3.1°de verilmistir.

Kontrol drneklerinde 30 °C’de 3 giin sonunda tespit edilen AFB1 diizeyi ile,
1500 + 100 pL/L ozon ile 1, 2 ve 4 saat muamele gorlip ardindan depolanan
besiyerlerinde tespit edilen AFB1 diizeyleri arasinda istatistiksel agidan fark
bulunmamistir (p<0.05). Ancak 8 saat ozonlanip 3 giin depolanan besiyerinde
iiretilen AFB1 miktar1 %89 daha az bulunmustur.

Benzer sekilde; kontrol 6rneklerinde tespit edilen AFB1 diizeyi ile, 15004100
uL/L ozon ile 1 ve 2 saat muamele goriip ardindan 6 giin depolanan kirmizi biber
orneklerinde tespit edilen AFB1 diizeyleri arasinda istatistiksel acgidan fark

bulunmamustir (p<0.05). Ancak 4 ve 8 saat ozonlanip 6 giin depolanan kirmizibiber
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orneklerinde tespit edilen AFB1 diizeylerinin sirasiyla %73 ve %97 oraninda daha az

oldugu tespit edilmistir.

Bu durum, tarimsal firiinlerin depolanmasi siirecinde A. flavus tarafindan
tiretilen AFB1 miktarinin etkili bir sekilde sinirlandirilabilmesi i¢in ozon gazinin 4-8

saat gibi uzun bir siire uygulanmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

Tablo 3.1: YDKS ve DDUS ozonlama islemleri sonunda PDA ve kirmizibiber
orneklerinde tiretilen AFB1 miktarlar1.

Ozonlama ortami
AFB1 miktar1 (ppb)

PDA Kirmizibiber
Z Kontrol 197.8+8.7 A 219.7+£92 A
£
<
=
B -
2§ 1 201.1+9.8 A 2209+9.8 A
= &
N o —
s B
o} =
S @ 2 1789+ 9.2 A 2012+8.7 A
5 g
: s
N 2
g 3 4 166.7 8.6 A 501+55B
o
-4
9
=
= 8 215+44B 48+21C
z
=
=
5:13 Kontrol 2106+33a 2453+94a
=
[
o
N
o
o
B
<
=
N
=
N
S Ozonlanmg 167.6+13.4b 347+39b
~ (8 giin)
B
He=)
[
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DDUS ozon uygulamasi sonucunda, PDA besiyerinde ve kirmizibiber

orneklerinde tespit edilen AFB1 seviyeleri de Tablo 3.1°de goriilmektedir.

Her ne kadar ozon ve hava atmosferindeki depolama siirecinde PDA
besiyerinde kiiflin sporlanmasinda ve koloni yapisinda énemli farkliliklar goriilmiis
olsa da (Sekil 3.3), iiretilen AFB1 miktar1 ¢ok da farkli bulunmamistir (Sadece
%20.4’1iik bir fark mevcuttur).

Biberde DDUS 0zon uygulamasi hem kif gelisimini hem de iretilen AFB1
seviyesini etkili bir sekilde azaltmistir (kiif gelisimini 1.66 log, AFBI1 {iretimini

%85.9 oraninda azaltmistir).

Sonuglar, DDUS o0zon uygulamasiyla biberlerde PDA’ya gore AFB1
tretiminin daha fazla diizeyde (swrasiyla %85.9 ve 9%20.4) kisitlandirildigini
gostermektedir. Benzer bir durum YDKS uygulamasi i¢in de séz konusudur
(6rnegin, 8 saatlik uygulama sonunda AFB1 {iretimi biberlerde %97, PDA’da %89
oraninda azalmistir). Bu, ozon gazi uygulamalarinin A. flavus’un AFB1 iiretiminde
kirmizibiberde PDA’ya goére daha etkili oldugunu ortaya koymaktadir.
Bulgularimizla paralel olarak Ayranci ve Karaca (2021), farkli gaz kompozisyonlar
altinda kirmizibiber ve PDA o&rneklerindeki A. flavus kiifinin AFBI1 iiretimini
incelemisgler ve PDA besiyerinde tliretilen AFB1 miktarinin kirmizibiberlerde iiretilen
miktara gore daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Bu durum, farkli gaz
kompozisyonlarinda (yiiksek ozon, azot, karbondioksit konsantrasyonlarinda)
PDA’nin kirmizibiberden AFB1 iiretimi i¢in daha uygun bir substrat oldugu seklinde
aciklanabilir.

Ozon gazinin gesitli gidalarda aflatoksinlerin (Ta ve dig. 2012; Taran ve dig.
2020) ve diger bazi mikotoksinlerin (Iacumin ve dig. 2012; Akbar ve dig. 2020; Ouf

ve Ali, 2021) tiretimini sinirlandirabildigi bildirilmistir.

Savi ve dig. (2015), bugday tanelerine inokiile ettikleri A. flavus kiiftine 60
ppm ozon gazmi 1, 2 ve 3 saat uygulamislar ve belirli depolama sartlar1 altinda
AFBI tiretimlerini incelemislerdir. 1, 2 ve 3 saatlik ozon uygulamasiyla kiifiin AFB1

tiretimi sirastyla %89.3, %89.5 ve %94.6 diizeylerinde engellenmistir.
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Elde ettigimiz sonuglar, DDUS ozon gazinin PDA  Orneklerine
uygulanmasinda kiif koloni renginin depigmentasyona ugradig1 ancak yine de belirli
bir diizeyde (kontrolden %20.4 kadar daha az) AFBI1 iiretebildigini ortaya
koymustur. Bu durum, kullandigimiz ozon dozunun (0.1 pL/L) PDA’lardaki AFB1
tiretimini tamamen engellemede sinirl kaldigini ortaya koymaktadir. Daha yiiksek
ozon konsantrasyonlarinin uygulanmasi ile aflatoksin tiretiminde onemli rol aldigi
bilinen anthraquinone maddesinin daha ileri diizeyde okside olmasi saglanarak

aflatoksin iiretiminin tamamen engellenebilecegi tarafimizca diistiniilmektedir.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, tiilkemizin bazi 6nemli ihracat triinlerinde (kuru incir,

findik, antep fistigi, kirmizibiber vb.) siklikla problemlere neden olan ve insan

sagligina olumsuz etkileri oldugu bilinen aflatoksin mikotoksini lreticilerinden A.

flavus kiifiiniin gelisiminin ve AFBL1 iiretiminin, ozon gazinin farkli uygulamalar ile

inhibe edilme diizeyinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla besiyeri (PDA) ve

gida maddesi (yar1 kurutulmus kirmizibiber) ortamlarina inokiile edilen toksijenik A.

flavus kiifliniin gelisimi ve aflatoksin tiretimi tizerine, birbirinden farkli iki ozon gazi

uygulama yonteminin (YDKS ve DDUS) etkisi incelenmistir. Tez ¢alismasi

kapsaminda elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde verilmistir:

1)

2)

3)

4)

YDKS ve DDUS ozon gazi uygulamalarinin, A. flavus kiifiiniin hem PDA hem
de kirmizibiber ortaminda gelisimini azaltmada ve AFB1 iiretimini engellemede

onemli oranlarda etkili oldugu bulunmustur.

PDA Dbesiyerinde A. flavus kiifiiniin gelisiminin ve AFB1 iretiminin
engellenmesinde en etkili yontemin, ozon gazinin 8 saatlik YDKS uygulamasi

oldugu sonucuna varilmastir.

Kirmizibiber 6rneklerinde A. flavus kiifiniin gelisiminin ve AFBI1 iiretiminin
engellenmesinde, ozon gazmmin 8 saatlik YDKS uygulamast ve DDUS

uygulamalarinin oldukga etkili oldugu tespit edilmistir.

DDUS ozon gazinin PDA &rneklerine uygulanmasi sonucu A. flavus kiifiiniin her
ne kadar morfolojik yapisinda (sporlanma ve koloni renginde) degisiklikler
gozlemlense de kiif koloni ¢ap1 gelisiminde ve AFBL1 iiretiminde ciddi bir azalma

meydana gelmemistir.
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5)

6)

7)

8)

9)

DDUS ozon gazi uygulamasinda kullanilan ozon gazi konsantrasyonunun
artirtlmasi halinde (0.1 plL/L’den daha yiiksek) PDA besiyerinde A. flavus
kiifiiniin ~ gelisiminin  ve AFB1 iretiminin daha yiiksek oranlarda

engellenebilecegi tarafimizca diistiniilmektedir.

PDA besiyerinde kiif gelisiminin engellenmesi i¢in YDKS ozonun 4 saat ve iizeri
uygulamasinin gerekliligi tespit edilmistir. Kirmizibiber 6rneklerinde ise YDKS

ozonun 2 saat ve lizeri uygulanmasi halinde etkili oldugu goriilmiistiir.

DDUS ozonun, PDA 6rneklerine uygulanmasi sonucu, kiif gelisiminde kismi bir
inhibisyon saglandigi (%8.2) ve AFBI1 iiretiminin ancak %20.4 diizeyinde
engellenebildigi tespit edilmistir. Bu durum kirmizibiber 6rnekleri i¢in daha
farklidir. DDUS ozon gazi, kirmizibiberlere inokiile edilen A. flavus kiifii
gelisimini ve AFBI iiretimini PDA’ya kiyasla daha yliksek oranda (sirasiyla 1.66
log ve %85.9) engellemistir. Bu durum, PDA besiyerinin A. flavus kiifiniin
gelisimi ve AFB1 firetimi i¢in kirmizibibere gére daha uygun bir substrat

oldugunu ortaya koymaktadir.

Ozon gazi uygulamalan ile, tarimsal iirlinlerin hasat sonrasi depolanmasinda
fiziksel, biyolojik ve kimyasal etmenlerle olusabilecek A. flavus kiifii gelisimi

siirlandirilabilir ve aflatoksin tiretimi engellenebilir.

Ozon gazi uygulamalari, son yillarda gida endiistrisindeki kullanimi gittikge
yayginlasan bir kimyasal dezenfeksiyon islemidir. Kullaniminin kolay olmasi,
uygulama sonras1 kalinti birakmamasi ve ¢evre dostu bir uygulama olmasindan
dolay1 ozon gazmin gida endiistrisinde problem yaratabilen mikroorganizmalar
lizerine antimikrobiyal bir ajan olarak kullanilmasi insan tiikketimine uygun gida

iretimi agisindan bir avantajdir.
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10) Ulkemizde ¢ogunlukla ihracat konusunda problemler ¢ikaran ve viicuda alinmasi
sonucunda farkli toksik etkiler gosteren aflatoksin mikotoksininin ozon gazi ile
tiretiminin engellenmesine ve aflatoksin ftreticisi olan A. flavus kiifliniin
gelisimini inhibe etmesine dair ozon gazinin etkilerinin incelendigi ¢alismalar
giincel bir konu olarak one ¢ikmaktadir. Tez ¢alismamiz ile A. flavus gelisimi ve
aflatoksin iretimi problemlerine karsi ozon gazi uygulamasi ile etkili sonuglar
elde edilmesi, kirmizibiber disindaki A. flavus ve aflatoksin problemi goriilen
incir, findik, fistik, misir, bugday gibi tarimsal iiriinler igin de antifungal bir ajan

olarak ¢6zlim olabilecegi konusunda umut vadetmektedir.
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