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ONSOZ

Ulkemizde meyvelerin kurutularak tiiketilmesi yaygmn bir uygulamadir. Kurutma
islemi geleneksel yontemlerle yapilabildigi gibi modern teknikler uygulanarak da
gerceklestirilmektedir. Kuru iiziim de iilkemizde siklikla tiiketilen bir {iriin olup; yas
meyve halinden tiiketildigi ana kadar gecen siirecte uygun iretim ve muhafaza
kosullar1 saglanmadigi takdirde, mikotoksin igerigi bakimindan riskli bir iiriin grubu
haline doniismektedir. Bu tez ¢calismasi kapsaminda; kuru iiziimde gelisme gosteren 2
farkli Aspergillus susunun (A.niger ve A.carbonarius) okratoksin A (OTA) olusturma
profilleri incelenmistir.

Oncelikle yiiksek lisans tez ¢alismamin konusunun belirlenmesinde benim ilgi ve
isteklerimi g6z Oniinde bulunduran, yiiksek lisans egitimim boyunca tim
caligmalarimda emegini, bilgi birikimini, destegini ve tecriibelerini benimle paylasan
tez danigmanim sayin Prof.Dr.Dilek HEPERKAN’a en icten tesekkiirlerimi sunarim.
Laboratuvar caligmalarim sirasindaki desteklerini benden esirgemeyen Aras. Gor.
Meltem BOLLUK arkadasima, zorlu tez siirecinde hos sohbetiyle, samimiyetiyle ve
giileryiiziiyle yanimda olan ve bana destek veren canim arkadaslarim; Selin Dag’a,
Sedef Kalay Giimiis’e, Hale Gokge Akgiil’e, Gonca Celik’e, hayatimin her aninda
maddi ve manevi desteklerini benden esirgemeyen sevgili aileme en derin
tesekkiirlerimi bir bor¢ bilirim.

Mayis 2016 Ece Gokmen
(Gida Miihendisi)
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SIYAH Aspergillus SUSLARI TARAFINDAN KURU UZUM BESIYERINDE
OKRATOKSIN A (OTA) OLUSUMUNUN INCELENMESI

OZET

Tiiketiciler, sebze ve meyveleri yas formda olarak tiiketebildikleri gibi, kurutulmus
formda da tiiketebilmektedirler. Kurutulmus olarak tiiketilen {iriin gruplarindan birisi
de kuru tiziimlerdir. Kuru iiziimler ¢ekirdekli olabildigi gibi ¢ekirdeksiz de olabilir.
Yas formdaki iiziimler geleneksel ya da modern teknikler kullanilarak kurutma
prosesinden gecirilerek kurutulmus forma getirilir. Kuru liztim gerek i¢ piyasaya
stirtilmesi, gerekse ihracat iiriinii olmasi1 nedeniyle ekonomik acgidan énem teskil eden
bir gida maddesi grubudur. Kuru iizim, baglarda yetismeye basladig1 yas halinden
itibaren tiiketicilere son {iriin olarak sunulup, tiiketiciler tarafindan tiiketildigi ana
kadar gecen siirecte iirliniin uygun iiretim ve muhafaza kosullar1 saglanmadigi
takdirde, mikotoksin igerigi bakimindan riskli bir hale gelmektedir. Gida
endiistrisinde, gida maddelerinin giivenliginin ve kalitesinin saglanmasi en 6nemli
konulardan birisidir. Gida maddelerinde mikotoksin olusumu da, mikotoksinlerin
hem insan saglig1 iizerindeki olumsuz etkileri hem de ekonomik kayiplara neden
olmasi agilarindan, gida giivenligi ve gida kalitesini dogrudan etkilemektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda; tiiketiciler tarafindan siklikla tercih edilen bir gida
maddesi olan kuru {iziimde okratoksin A (OTA) olusumu incelenmistir.

Calismada, kuru tiziimde gelisen 2 farkli Aspergillus susunun (A.niger ve
A.carbonarius) 10 giinliik inkubasyon periyodunda 3 farkli besiortaminda OTA
olusturma profilleri, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi—-High Performance
Liquid Chromatograpy (HPLC) ile belirlenmis olup; olusan OTA miktarlar1 tespit
edilmistir. Calismada kullanilan 2 Aspergillus susu, kuru liziimden izole edilmistir.
Besiortamlari ise; Malt Extract Agar (MEA), ¢ekirdekli siyah iiziimden elde edilen
besiortami ve g¢ekirdeksiz sar1 iiziimden elde edilen besiortami olup, 3 farkli gesit
besiortami kullanilmistir. Calisma sonuglarina goére; A.carbonarius susunun hem
cekirdekli siyah kuru tlizimde hem de c¢ekirdeksiz sar1 kuru iiziimde OTA
olusturdugu; A.niger susunun ise her iki kuru iiziim cinsinde OTA olusturmadigi
bulunmustur. Besiortamlarinin 10 giinliik gelisme periyodu boyunca pH degerleri
Olgiilmiis ve besiortamlarma (substrata) ait pH degerlerinin 1.gtinden 10.giine giderek
azaldig1 tespit edilmistir. 2 farkli Aspergillus susunun (A.niger ve A.carbonarius)
gelisme hizlarinin belirlenmesi amaciyla 10 giinliik gelisme periyodu boyunca 25°C
ve 30°C sicaklik degerlerindeki, petrilerde gelisen kolonilerin ¢aplart mm cinsinden
Olglilmistiir. Calismada kullanilan her iki Aspergillus susunun da 30°C sicaklik
degerindeki gelismelerinin daha hizli oldugu bulunmustur.

Bu yiiksek lisans tezinin birinci boliimiinde giris bilgileri; ikinci béliimiinde literatiir
Ozeti; lclincli boliimiinde kullanilan malzeme ve yontemler; dordiincii boliimiinde

caligmadan elde edilen sonuglar ve besinci boliimde ise sonu¢ ve Oneriler
konularinda bilgi verilecektir.
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INVESTIGATION OF OCHRATOXIN A (OTA) PRODUCTION BY BLACK
Aspergilli STRAINS ON DRIED VINE FRUIT MEDIA

SUMMARY

Consumers prefer eating fruits and vegetables during their daily diet as they have
high vitamin content. They may consume fruits and vegetables as either fresh or
dried depending on their preference. Grapes are very popular fruits and highly
consumed in Turkey. Dried vine fruits that are dried form of grapes are one group of
the food products are consumed as in the dried form. Fresh form of grapes are
preferred especially in summer because of higher water content in comparison to
dried form while dried vine fruit is preferred especially in winter. Dried vine fruit can
be either with seed or seedless.

Grapes are dried by the application of drying process. Drying process decreases the
water content of the food product. Therefore, the water activity of food product is
also decreased. Drying process can be applied by using either traditional techniques
or modern techniques. For both methods, this is certain that the water activity is
decreased. Microorganisms cannot grow or can grow limited at lower water activity
values as their metabolic activity is decreased or stopped due to the limited available
water. Low water activity value and other factors affect the mold metabolism
negatively and this situation causes stress on mold metabolism. In this case, if the
other factors are appropriate, the molds synthesize mycotoxins. Mycotoxins have not
only harmful effect on human health but also negative effect economically. Dried
vine fruits have high economical value since they are both sold in domestic market
and exported. Dried vine fruits can become risky due to mycotoxin content if
appropriate manufacturing and storage conditions are not satisfied during the period
from harvest to the consumption of end product. Ensurance of food safety and food
quality is one of the most important topics in food industry. Mycotoxin formation on
food products, directly affect food safety and food quality since mycotoxins cause
economical loss and have negative effects on human health.

There are different types of mycotoxins synthesized by different species of molds.
However, the frequency and availability of mycotoxins are not the same. Some of the
mycotoxins (aflatoxins, ochratoxins, fumonsins, etc.) are found frequently. That is
why, they are called as major mycotoxins. Some of the mycotoxins
(sterigmatocystin, 3-nitropiazonic acid, etc.) are found rarely. That is why, these
types of mycotoxins are called minor mycotoxins.

In this study, one of the most frequent mycotoxins, ochratoxin A (OTA) formation in
dried vine fruits that are one of the often preferred food products by consumers was
investigated. In this study, the OTA production formation profiles of two Aspergillus
strains (A.niger and A.carbonarius) during 10 days incubation period were stated by
High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The amount of OTA that were
formed during incubation period were quantified. Two Aspergillus strains (A.niger
and A.carbonarius) used in the study were isolated from dried vine fruits. Three
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different medias are used in this study and they are: Malt Extract Agar (MEA), grape
media obtained from sultanas and grape media obtained from seed bearing raisins.

It was found that A.carbonarius strain used in this study synthesized OTA in both
types of dried vine fruits that were used in this study while A.niger strain that was
used in this study did not synthesize OTA in both types of dried vine fruits that were
used in this study. pH values of medias during 10 days incubation period were
measured. For A.niger strain, pH values of MEA were measured between 5.13-2.38;
pH values of grape media obtained from sultanas were measured between 3.89-1.86;
pH values of grape media obtained from seed bearing raisins were measured between
4.07-2.11. For A.carbonarius strain, pH values of MEA were measured between
5.13-2.18; pH values of grape media obtained from sultanas were measured between
3.89-2.05; pH values of grape media obtained from seed bearing raisins were
measured between 4.07-1.83. It was determined that pH values of media have been
gradually decreasing from the first day to the tenth day.

Two Aspergillus strains (A.niger and A.carbonarius) were incubated at both
temperatures, 25°C ve 30°C, for 10 days in order to determine the growth rate of
these two strains. Colony diameters were measured in terms of mm for each day
during incubation period. Diameter values started from O mm and reached to 85 mm
at the end of the incubation period. It is valid for both strains that the surface of the
petri dishes was fully covered on the seventh day for 30°C incubation temperature
and on the tenth day for 25°C incubation temperature. For A.niger strain, the growth
rate at 25°C was found as 8.5595 mm/day; and the growth rate at 30°C was found as
10.067 mm/day. For A.carbonarius strain, the growth rate at 25°C was found as
8.7088 mm/day; and the growth rate at 30°C was found as 10.411 mm/day. These
results demonstrated that the growth rate of A.carbonarius is higher than the growth
rate of A.niger. In addition to this, it was found that the growth rate at 30°C was
faster than the growth rate at 25°C for both Aspergillus strains that were used in this
study.

In order to minimize the risk of OTA that has negative health effect, the producers
should ensure the food safety during the period from manufacturing the food product
to the consumption of the product by managing this period consciously and carefully.
By this way, positive developments on food quality and food safety can be achieved.

In the first chapter of the master thesis, information for introduction; in the second
chapter, literature survey will be emphasized. In the third chapter, materials and
methods that have been used in the study and in the fourth chapter, results obtained
from the study will be mentioned. Finally, in the last chapter, discussion part will
take place.
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1. GIRIS

Dogada bulunan canlilar taksonomi biliminden faydalanilarak siniflandirilmaktadir.
Bu siniflandirilmaya gore, funguslar alemine ait subelerden birisi kiiflerdir. Kiifler;
heterotrof, filamentli ve ¢ok hiicreli canlilardir. Kiiflerin metabolizma faaliyetleri
sonucu c¢ok cesitli metabolitler iiretilmektedir. Bu {iretilen metabolitler, olusum
miktarlar1 kistas alinarak, primer (birincil) metabolitler ve sekonder (ikincil)
metabolitler olarak ayrilirlar. Primer (birincil) metabolitler; biliylik molekiillerin
(protein, yag vb.) kiiciik molekiillere (yag asidi, aminoasit vb.) par¢alanmasi, yeni
molekiil sentezi gibi organizmanin canlilik faaliyetleri ile dogrudan iligkilidir. Primer
metabolitler arasinda; enzim, yag asitleri, steroller, proteinler, aromatik aminoasitler
bulunmaktadir. Bu metabolitlerin haricinde kiifler, primer metabolitlerden daha az
miktarda sekonder (ikincil) metabolitler de sentezlemektedirler. Bu metabolitlerin;
primer (birincil) metabolitlerde oldugu gibi organizmanin normal canlilik
faaliyetlerine dogrudan bir etkisi bulunmamaktadir. Sekonder (ikincil) metabolitler,
kiiftin gelisme fazlarindan, logaritmik gelisme fazmin sonunda lretilmeye baslar.
Kiiflerin sekonder (ikincil) metabolitlerinden birisi, mikotoksinlerdir (Erginkaya ve
Kabak, 2011). Mikotoksinler de sekonder metabolitler grubunda yer almaktadir.
“Mikotoksin” sOzciigli Yunanca’da “kif’ anlamina gelen “mykes” ve Latince’de
“zehir” anlamina gelen “toxicum” sozciiklerinin bir araya getirilmesiyle olusmustur
(Brera ve dig, 2008). Toksin; bir bitki, hayvan veya mikroorganizma tarafindan
sentezlenen ve bir baska organizmaya zararli etkileri olan madde olarak
tanimlanabilir. Mikotoksinler ise, diisiik molekiil agirhkli (MW~700) kiif
toksinleridir (Turner ve dig, 2009). Yaklasik olarak 400 ¢esit mikotoksin
bilinmektedir (Sulyok ve dig, 2010). Insan ve hayvan saghg agisindan toksik etkiye
sahip olan mikotoksinler, her kiif tiirii tarafindan degil, baz1 kiif tiirleri tarafindan
sentezlenmektedir. Mikotoksin sentezleyebilen kiifler; Aspergillus spp., Penicillium
spp., ve Fusarium spp. cinslerinin mikotoksijenik 6zellik gosteren tiirleridir
(Suanthie ve dig, 2009). Cesitli tiirler tarafindan tiretilen mikotoksinler major ve
minor olarak, iki sinifa ayrilabilir. Major sinifa ait mikotoksinler; aflatoksinler,

okratoksinler, trikotesenler, zearalenone, fumonisinler, patulindir. Minor sinifa ait



mikotoksinler; ergot alkoloidleri, citrinin, cyclopiazonic asit, sterigmatocystin,
moniliformin, gliotoksin, citreovinidin, tremorgenic mikotoksin, penicillic asit,
roquefortine, 3-nitropropionic asit, fusaproliferindir (Brera ve dig, 2008). Bu
mikotoksinlerden siklikla karsilasilan ve toksik olanlar; aflatoksinler, okratoksinler,
trikotesenler, zearalenone, fumonisinler ve patulindir (Sulyok ve dig, 2010).
Okratoksin A (OTA); UV 15181 altinda floresans veren, renksiz, kristal yapida bir
bilesiktir. Ampirik formiilii CyoHi1806NCI seklindedir. Organik c¢oziiciilerdeki
cozuniirliigli yiiksek; sudaki c¢oziniirligli ise daha disliktir. OTA {reten kif
tirlerine, hem Penicillium (P.verrucosum, P.nordicum) hem de Aspergillus
(A.carbonarius, A.ochraceus) cinslerinde rastlanmaktadir (Ringot ve dig, 2006).
OTA insan saghgi lizerinde; nefrotoksik, kanserojen, genotoksik, immunosupresif,
teratojenik, mutajenik ve hepatotoksik etkilere sahip olup; hububatlar, sarap, iziim,
iiziim suyu, kahve, kakao, baharatlar ve kuru {iziim ¢esitleri OTA acisindan risklidir
(Cabanas ve dig, 2008; Zhang ve dig, 2011). Bu nedenle gida maddelerinin igerdigi
OTA miktar1 agisindan hem ulusal hem de uluslararasi organizasyonlar tarafindan
limit degerler belirlenmistir. Avrupa Birligi’nde, gida maddelerinin igerebilecekleri
maksimum OTA miktari, (EC) No:1881/2006 Yonetmeligi ile belirlenirken; ic
piyasa iiriinleri i¢in Tiirk Gida Kodeksi Bulaganlar Yonetmeligi’ne gore belirlenen
limit degerler kullanilmaktadir. Bu yonetmelige gore; kuru iiziimde bulunabilecek

maksimum OTA miktar1 10 ppb (10 pg/kg) olarak belirtilmektedir (TGK, 2011).

1.1 Tezin Amaci

Bu yiiksek lisans tezinin amaci: mikotoksinlerin baslica tiplerinden olan, siklikla
karsilagilan ve ayn1 zamanda insan saglig1 acisindan en riskli mikotoksinlerden birisi
olan OTA’nin; kuru {iziimde 2 farkli Aspergillus susu (A.niger ve A.carbonarius)

tarafindan sentezlenmesinin karakteristigini belirlemektir.

Bu calismanin literatiir 6zeti kisminda; kuru liziim tanimi1 ve 6zellikleri, kuru {iziimiin
sektorel durumu, A.niger ve A.carbonarius tiirleri hakkinda genel bilgi ve yapilan
caligmalar, OTA, HPLC ve mikroorganizma gelismesini etkileyen faktorler ve
mikrobiyal gelisme hakkinda genel literatiir bilgilerinden; malzeme ve yoéntem
kisminda calismada kullanilan malzemeler ve ¢alismanin yiiriitiilmesinde kullanilan
calisma yonteminden; bulgular ve tartisma kisminda inkubasyon periyodu boyunca

besiortamlarmm pH degerlerinde meydana gelen degisimlerden, A.niger ve



A.carbonarius suslarmi igeren petrilerde gelisen suslarin koloni caplarina bagl
gelisme hizindan ve OTA’nin HPLC ile analizi sonuglarindan ve son bdliimde
calisma sonuglarina dair yorumlar, oneriler ve literatiirdeki ¢aligmalarla elde edilen

sonuclarin uyumlulugu konularindan bahsedilmistir.






2. LITERATUR OZETIi

Bu boliimde; kuru iiziim, A.niger, A.carbonarius, OTA, HPLC ve mikroorganizma
gelismesini etkileyen faktorler ve mikrobiyal gelisme hakkinda genel bilgilerden
bahsedilecektir.

2.1 Kuru Uziim Tanim ve Kuru Uziim Hakkinda Genel Bilgiler

Bu baglik altinda; kuru Uiziimiin iriin tanmmi, tarithsel gelisimi, lizim yetistirilen

bolgeler ve kuru liziimiin sektoérel durumu hakkinda bilgi verilecektir.

2.1.1 Uriin tanim

Uziim; asmagiller (Vitaceae) familyasinin Vitis cinsinde yer alan asma bitkilerinin
(ozellikle de Vitis vinifera’nin) salkim halindeki tatli ve sulu meyvesi olarak
tanimlanmaktadir. Kuzey Yarimkiire’de yaygin olarak Vitis cinsine ait yaklasik 60
kadar tiir bulunmaktadir. Bu tiirler iginde en ¢ok V.vinifera yetistirilmektedir (Duran,
2003).

Tiirk Standartlar1 Enstitiisii Cekirdeksiz Kuru Uziim Standardi’na (TS 3411/Subat
2002) gore gekirdeksiz kuru tiziim; V.vinifera L. tiiriine giren ¢ekirdeksiz taze
iiziimlerin kurutulmus meyveleri olarak tanimlanmaktadir (TSE, 2002). Kuru
iiziimler, hazirlanma sekillerine gore gruplara; renklerine ve iriliklerine gore tiplere;
ozelliklerine gore de siniflara ayrilmaktadir. Gruplarina goére kuru iiziimler,
agartilmis ve agartilmamis (naturel) olarak iki grupta incelenmektedir. Tiplerine gore
kuru iizimler; renklerine gore 7,8,9,10 ve 11 tip numaralar1 ile bes tipe
ayrilmaktadir. Smiflarmma gore kuru liziimler; ekstra, Lsmif, Il.siif ve endiistriyel
olmak tiizere dort smifa ayrilmaktadir. Boylar1 kistas alinarak kuru {iziimler
iriliklerine gore; cok iri, standart, orta, kiiciik ve c¢ok kiiglik olarak bes boya

ayrilmaktadir (TSE, 2002).

Kuru iiziim cesitleri arasinda; frenk iiziimii, sultani, izmir iiziimii, Thompson iiziimii
gibi ¢ekirdeksiz kuru iiziimler oldugu gibi; Muscatel, Malaga, Denia, Damascus,

Lexire ve Gordo gibi iri ve ¢ekirdekli kuru iiziimler de mevcuttur (Duran, 2003).



2.1.2 Uziim ve kuru iiziimiin tarihsel gelisimi

Jeolojik donemlere ait kalintilar incelendiginde bu donemlerde de asmalarin
bulundugu anlagilmaktadir. Bu bilgiden hareketle bagciligin, insanlik tarihi kadar
eski oldugu diisiiniilmektedir (Duran, 2003).

Misir  hiyerogliflerinde, iiziim ve sarap {retimine ait ayrintili betimlemeler
bulunmaktadir. Homeros Donemi’nde Yunanlilar arasmda onemli bir meta olan
iizim M.O. 600’de Fenikeli’ler tarafindan Fransa’ya getirilmis, M.S. 2. yiizyil
dolaylarinda Romalilar tarafindan Ren Vadisi’nde yetistirilmeye baslamistir. Asma
tariminin Bati’ya dogru yayildigi dénemde, ayn1 donemde iiziim Hindistan yoluyla
Uzakdogu’ya da gotliriilmiistiir. Boylece tim diinyaya yayilan iiziim, uygun iklim
kosullarmin saglandig1 her yerde yaygin bigimde yetistirilmeye baslanmistir (Duran,
2003).

Bagcilik agisindan yerkiirenin en elverigli iklim kusagi iizerinde bulunan {ilkemiz,
asmanm gen merkezi olmasinin yanisira son derece eski ve kokli bir bagcilik
kiiltiiriine de sahiptir. Anadolu’da bagcilik kiiltiiriiniin tarihi oldukca eski olup;
yapilan arkeolojik kazilardan Anadolu’da bagcilik kiiltiiriiniin M.O. 3500 yilina
dayandig1 saptanmistir. Ulkemizin degisik yorelerinde yapilan arkeolojik kazilardan
cikarilan tarihi eserlerde {izimle ilgili sekil ve kabartmalarin yer almasi, o yorede
bagcilik kiiltiiriintin yaygin oldugunu gosteren énemli bulgulardir. Yapilan kazilarda

bagcilikla ilgili tarih 6ncesi devirlere ait Gnemli eserler bulunmustur (Duran, 2003).

2.1.3 Tiirkiye’de iiziim yetistirilen bolgeler ve kuru iiziim cesitleri

Tirkiye, Diinya bag alani arasinda 4. sirada yer alip; Dogu Anadolu’nun yiiksek
kesimleri ile Dogu Karadeniz sahil seridi disinda kalan tiim tarim alanlarinda
bagcilik yapilabilmektedir. Tarim boélgelerinde bag alanlar1 ve iizlim iiretim
miktarlar1 dikkate alindiginda ilk sirada Ege Bolgesi yer almaktadir. Ege Bolgesi,
Tiirkiye’de pazara doniik isletmelerin yogun oldugu en oOnemli bag bolgesidir.
Ulkemizde yetistirilen gekirdeksiz kuru iiziimiin tamamma yakin1 bu bolgemizde
yetistirilmektedir. Tiirkiye bag alanlarinin %28.5’ini ve tiretimin %46’sin1 bu bolge
topraklart olusturmaktadir. Bolgenin orta kesiminde yer alan Gediz vadisinde
cogunlukla ¢ekirdeksiz iizlim baglar1 bulunmaktadir. Yoérede %90 oraninda yuvarlak
cekirdeksiz {iziim yetistirilmektedir. Uretimin geriye kalan g¢esidini ise sultani

cekirdeksiz iiziim c¢esidi olusturmaktadir. Bolgenin orta kesiminde sofralik olarak



razaki ve ipek, kuzey kesiminde Bozcaada cavusu, Kozak beyazi, Kozak siyah1 ve
Amasya, dogousunda ise Isikli, Burdur Dimriti, Pembe ve Siyah Germe 6n plana
cikan cesitlerdir. Ayrica Akhisar yoresinde saraplik iiziim de yetistirilmektedir
(Duran, 2003).

Tiirkiye’de yetistirilen baslica sofralik {iziim ¢esitleri: ¢avus, kokulu ¢avus, pembe
cavus, cekirdeksiz sultani, Tarsus beyazi, razaki, Erenkdy beyazi, Erenkoy siyahi,
Kozak beyazi, Kozak siyahi, kiinefi, Muhammediye ve Adana karasidir. Kuru tiziim
cesitleri ise; ¢ekirdeksiz sultani, razaki, yuvarlak c¢ekirdeksiz, siyah dirmit, irikara,

dokiilgen, besni ve tahannebir seklindedir (Duran, 2003).

Dis ticarette kullanilan ve genellikle kurutularak degerlendirilen ¢ekirdeksiz tiziim
hasadi Agustos aymda baslayip, Eylil ayinda sona ermektedir. Tirkiye’de
cekirdeksiz kuru {iziim iiretimi esas olarak Ege Bolgesi’nde yogunlagmustir. Ozellikle
Manisa, Turgutlu, Salihli, Akhisar, Menemen, Kemalpasa, Cal ve Civril’de
iretilmektedir. Dig ticarette kullanilan cekirdeksiz kuru iiziim tretiminde Ege
Bolgesi illerinden Aydin, Manisa ve izmir ilk siralarda yer almaktadir. Bolgelere
gore yapilan tretimler incelendiginde; Ege Bolgesi’nde c¢ekirdeksiz kuru iiziim,
Marmara Bolgesi’nde sofralik ve saraplik, Akdeniz Bolgesi’nde ilk turfanda, Orta
Anadolu ve Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde saraplik, siralik, sofralik, ¢ekirdekli
kurutmalik {iziim yetistiriciliginin gelisme gosterdigi goriilmektedir. Uretilen
tizlimlerin degerlendirilme paylar1 yaklasik olarak su sekildedir: %30 sofralik, %35
kurutmalik, %30 pekmez, pestil, sucuk, sira ve %5 saraplik (KGM, 2014).

2.1.4 Kuru iiziimiin sektorel durumu

Tirkiye, Diinya’da en bilyiik c¢ekirdeksiz kuru {iziim iireticisi ve ihracatgisi
konumunda olup; diinya g¢ekirdeksiz kuru {iziim ihracatinin  %40-45’ini
gerceklestirmektedir. Tiirkiye’de {iretilen tizlimiin yaklasik 2/3’si ¢ekirdekli, 1/3°1 ise
cekirdeksiz iiziimden olusmaktadir. Cekirdeksiz {izim, Tiirkiye’nin ihracata yonelik
iretilen lziimleri arasmnda ilk sirada yer almaktadir. Tirkiye iizlim ihracatinin
%95ini sultani ¢ekirdeksiz {iziim olusturmaktadir. Uretilen sofralik yas iiziim Rusya,
Almanya basta olmak iizere Avrupa Birligi {ilkelerine ihra¢ edilmektedir (KGM,
2014).



Diinya ¢ekirdeksiz kuru {iziim dretimi 650-1300 bin ton civarmnda
gerceklesmektedir. Ulkelere gore diinyada cekirdeksiz kuru {iziim iiretim miktarlari

Cizelge 2.1°de gosterilmistir (KGM, 2014).

Cizelge 2.1 : Diinya cekirdeksiz kuru iiziim iiretim miktarlar1 (bin ton).

Ulkeler 2008/2009 2009/2010 2010/2011 2011/2012 2012/2013 2013/2014 2014/2015
Tirkiye 310 270 249 269 310 186 328
A.B.D. 255 243 259 270 148.27 305 276
fran 50 100 135 135 135 125 145
Sili 50 64 60 62 83 65 55
Arjantin 26 28 30 40 26 29 27
Gliney
Afrika 28 17 29 19 19.2 35 46
Avustralya 9 14 12 5 10.6 15 13
Yunanistan - 5 5 5 5 5 5
Cin Veri yok Veri yok 130 120 150 150 180
Hindistan Veri yok Veri yok 120 135 125 145 105
Ozbekistan Veri yok Veri yok 25 25 25 25 25
TOPLAM 728 741 1053 1085 1129.07 1142 1205

Cekirdeksiz kuru iiziim {iretiminde iklim kosullarina bagli olarak zaman zaman
biliylik azalmalar veya artiglar da olabilmektedir. Cizelge 2.1°deki 2012/2013
donemine ait verilere gore, diinya Uretiminin  %27.45’in1  Tirkiye
gerceklestirmektedir. Tiirkiye’yi %21.99 oranla A.B.D, %13.29 oranla Cin, %11.96
oranla Iran ve %11.07 oranla Hindistan izlemektedir (KGM, 2014).

Tiirkiye, ABD, Yunanistan, Iran, Afganistan gibi kuzey yarmm kiire iiretici
iilkelerinin hasat donemi Agustos ve Eyliil aylaridir. Avustralya ve Giliney Afrika
gibi giiney yarim kiire iilkelerinin hasat dénemi ise Mart ayindan itibaren

baslamaktadir (KGM, 2014).

Diinya ¢ekirdeksiz kuru {iziim {iiretiminde Tiirkiye ilk sirada bulunmaktadir. Bag
alan1 ve iiretim miktar1 agisindan Ege Bolgesi’nden sonra Akdeniz Bdlgesi ikinci
sirada yer almaktadir. Ugiincii sirada Giineydogu Anadolu Bolgesi bulunmaktadir.
Uziimiin en az yetistirildigi bolgeler ise Karadeniz Bolgesi ve Dogu Anadolu
Bolgesi’dir. Cizelge 2.2°de Ege Bolgesi’ne ait ¢ekirdeksiz kuru iiziim bag alanlar1 ve
Tiirkiye iiretim miktarlar1 gdsterilmistir. Bag alanlarmin genislemesinin yani sira
verimde de 6onemli artiglar olmustur. S6z konusu karsilagtirilan dénemlerde tiretimde
2002 yilindan bu yana donemler itibariyle artis ve azalisglar meydana gelmistir

(KGM, 2014).



Cizelge 2.2 : Ege Bolgesi ¢ekirdeksiz kuru iiziim bag alanlar1 ve liretim miktarlari.

Yil Alan (bin dekar) Uretim Miktar1 (bin ton)
2002/2003 794.2 231
2003/2004 812.1 215
2004/2005 820.9 305
2005/2006 850.8 225
2006/2007 861.6 256
2007/2008 834.4 244
2008/2009 850.8 349
2009/2010 849.7 275
2010/2011 849.7 248.5
2011/2012 849.7 256.6
2012/2013 852.6 310
2013/2014 967.6 186
2014/2015 983.5 328.1

Diinyada son 5 yilda iiretilen ¢ekirdeksiz kuru iiziimiin yaklasik % 50-70’lik kismi1
uluslararas1 ticarete konu olmakta, kalan kismi fdiretici iilkelerin kendi ig
piyasalarmda tiiketilmektedir. Uretici iilkelerin i¢ tiiketimleri 100-400 bin ton
civarinda seyretmektedir. Uluslararasi1 ticarete konu olan 500-600 bin ton f{iriin
miktarma, i¢ tiikketimlerinin eklenmesiyle toplam diinya cekirdeksiz kuru iiziim

tilketimi 650—1000 bin ton seviyelerinde ger¢eklesmektedir (KGM, 2014).

Cekirdeksiz kuru iiziim i¢ piyasada tiiketim miktar1 35-50 bin ton seviyesindedir.
Cizelge 2.3’te yillara gore diinya tiiketimi ve Tiirkiye tliketimi miktarlar

gosterilmistir (KGM, 2014).

Cizelge 2.3 : Cekirdeksiz kuru {iziim tiiketim miktarlari.

Yil Diinya Tiiketimi (bin ton) Tiirkiye Tiiketimi (bin ton)
2008/2009 728 41
2009/2010 741 40
2010/2011 1053 35
2011/2012 1085 50
2012/2013 1223 45
2013/2014 1234 52
2014/2015 1293 50

Tiirkiye kuru {iziim ihracatinda; diinya ticaretinin yarisina yakinina sahip olup; yillik
300-500 milyon dolar gelir elde etmektedir. Bu baglamda cekirdeksiz kuru iiziim, en
onemli ihracat iriinleri arasinda yer almaktadir. Tiirkiye cekirdeksiz kuru liziim
thracat miktarlar1 ve toplam ihracatin iiretim icindeki payr Cizelge 2.4’te

gosterilmistir (KGM, 2014).



Cizelge 2.4 : Tiirkiye ¢ekirdeksiz kuru tiziim ihracat durumu.

Yil Uretim Miktar1 Thracat Miktari Thracatin Uretime

(bin ton) (bin ton) Orani (%)
2002/2003 210 207 98.6
2003/2004 200 193 96.5
2004/2005 250 238 95.2
2005/2006 220 200 90.9
2006/2007 276 266 96.4
2007/2008 225 195 86.7
2008/2009 310 274 88.4
2009/2010 270 207 76.7
2010/2011 249 205 82.3
2011/2012 269 197 73.2
2012/2013 310 246 79.4
2013/2014 186 182.6 98.1
2014/2015 328 72.5 22

Tirkiye’nin en 6nemli ihracat tiriinleri arasinda olan ¢ekirdeksiz kuru {iziimiin, tarim
ve ticaretinin gelistirilmesi ve sektoriin sorunlarmin giderilmesi son derece
onemlidir. Bu konuda iiretim ve kurutma kosullarmin kontrol altinda olmasinin
saglanmasi, Uretimin bilingli olarak yapilarak iiriin kalitesinin arttirilmasi, tiriinde
kalint1 problemlerinin engellenmesi gibi noktalar 6zellikle dikkat edilmesi gereken

noktalardir (KGM, 2014).

2.2 Mikroorganizma Gelismesini Etkileyen Faktorler

Bu boliimde mikroorganizma gelismesini etkileyen faktorler hakkinda bilgi

verilecektir.

Gida maddelerinde mikroorganizmalarin gelismesini etkileyen birgok faktor
bulunmaktadir. Bu faktérler; gida maddesinin cinsine, gida maddesinin iginde
bulundugu ortamin o&zelliklerine, mikroorganizmanin tiiriine, gida maddesine
uygulanan proseslere bagli olarak farklihk gosterir. Gida maddesinde
mikroorganizma gelismesi; istenmeyen tat, koku, renk, yap1 ve goriinlis gibi ve
bozulma olarak tanimlanan degisikliklere yol acabilmektedir. Gida maddesinde
meydana gelen bu degisikliklerden bir tanesi olabilecegi gibi ayni anda timii de

olusabilir (Heperkan, 2011).

Mikroorganizmalarin gelismesini etkileyen faktorlerin tamami; gida maddelerinin
mikrobiyal faaliyetlere karst korunmasma yonelik gelistirilen proseslerin

parametrelerine iligkin bilgileri de igermektedir. Boylece gida koruma prosesleri
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ortaya c¢ikmaktadir. Dolayisiyla, mikroorganizmalarin gelismesini etkileyen her
faktor, ayn1 zamanda mikroorganizma gelismesini 6nleyen engeller (hurdles) olarak
da degerlendirilebilir. Ancak her faktoriin etkisi her durumda ayn1 degildir. Sicaklik,
su aktivitesi gibi temel faktorler; asitlik, redoks potansiyeli gibi yardimci faktorlerle
kombine edilerek gida maddelerinin mikrobiyolojik stabilizasyonu saglanmaktadir

(Heperkan, 2011).

Gida maddelerinde mikroorganizma gelismesini etkileyen faktorler; i¢ faktorler
(intrinsic factors), cevresel faktorler (environmental factors), mikroorganizmalarin
birbirleriyle etkilesimleri (implicit factors) ve proses faktorleri (process factors)
olmak tlizere 4 baslikta incelenmektedir (Pazlarova, n.d.). Gida maddelerinin
mikroorganizma gelismesini etkileyen i¢ faktorler sunlardir: su aktivitesi (aw), pH ve
asitlik, redoks potansiyeli (Ep), besin maddeleri, antimikrobiyal bilesenler ve yapilar,
biyolojik yapilar, rekabetci mikroflora, ozmotik basing seklindedir (Pazlarova, n.d.;
FDA, 2001; Arda, 2000). Cevresel faktorler; bagil nem, sicaklik ve siire, ortam
atmosferinin gaz bilesimi olarak incelenmektedir. Mikroorganizma etkilesimlerine
ait faktorler; spesifik gelisme hizi, sinerjizma, antagonizma ve kommensalizm
seklindedir. Mikroorganizma gelismesini etkileyen faktorler siniflandirmasma ait
basliklardan birisi olan proses faktorleri olarak degerlendirilen faktérler sunlardir:
dilimleme, yikama, ambalajlama, 1smmlama, pastorizasyon ve sterilizasyondur

(Pazlarova, n.d.).

2.2.1 Su aktivitesi (aw)

Gida maddelerinde karbonhidrat, yag, protein, vitamin ve minerallere ek olarak su
bileseni de biiylik 6nem tasimaktadir. Gida maddelerindeki su, gidanin yapisina baglh
olarak biyokimyasal ve mikrobiyolojik reaksiyonlarin bir¢cogunda rol oynamaktadir.
Mikroorganizmalarin gelismeleri ve metabolik aktiviteleri, ortamdaki suyun
kullanilabilir formda bulunmasma baghdir. Gida maddelerinde suyun niteligini
belirlemek tizere, sorpsiyon izotermi ve su aktivitesi olmak tizere iki énemli terim
kullanilmaktadir. Su aktivitesi kavrami su sekilde tanimlanmaktadir: gida
maddesindeki suyun buhar basmciimn ayni sicakliktaki saf suyun buhar basmcina
oran1 veya gidalarin atmosferden aldig1 veya verdigi suyun bagil nem dengesinin
1/100’1 su aktivitesi olarak tanimlanmaktadir (Ayhan, 2000). Gida mikrobiyolojisi

acisindan su aktivitesi ise; gida maddesinin yilizeyinde serbest halde bulunan ve
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mikroorganizmalar tarafindan kullanilabilen su olarak tanimlanmaktadir. Su
aktivitesi, a,, sembolii ile gosterilmektedir. 1880’11 yillarda Fransiz kimyaci Frangois-
Marie Raoult tarafindan, bir maddenin ¢ozeltide ¢oziindiigiinde, ¢ozeltinin buhar
basincinin genellikle diistiigli bulunmustur. Bu gozlem; ¢oziinen miktarin mol
fraksiyonuna ve saf (orijinal) ¢dzeltinin buhar basincina baglidir. Raoult Kanunu

esitligi, denklem 2.1 ile gdsterilmistir (Larsen, n.d.).
Raoult Kanunu: Pgézelti = Xeoziicii * Pgézﬁcﬁ (21)

Denklem 2.1°de; Pgsseri, ¢Ozeltinin buhar basmcini; Pgsici, aynt sicakliktaki saf
Oziicinliin buhar basincint ve Xgsgici, ¢Oziinen maddenin mol fraksiyonunu
¢ ¢ ¢ y

gostermektedir (Larsen, n.d.). Raoult Kanunu’nun, su aktivitesi kavramina

uyarlanmuis esitligi denklem 2.2 ile gbsterilmistir (Ayhan, 2000).
Su aktivitesi (aw): aw = P/P, (2.2)

Denklem 2.2°de; ay, su aktivitesini; P, gida maddesindeki suyun buhar basincini ve
Po, ayni sicakliktaki saf suyun buhar basmcini gostermektedir (Ayhan, 2000).
Ornegin su aktivitesinin a,=0.80 olmasi, gida maddesindeki suyun buhar basmcinm,
saf suyun ayni sicakliktaki buhar basincinin %80’1 oldugu anlamma gelmektedir. Su
aktivitesi ve sicaklik birbirleriyle orantili olup, su aktivitesi sicaklikla yiikselir (FDA,

2015).

Gida maddelerinin nem igerigine karsi su aktivitesi (ay) grafigi ¢izilerek sorpsiyon
izotermleri elde edilir. Cogu gida maddesinin sorpsiyon izotermleri lineer olmayip
sigmoidal yapidadir. Gida maddelerindeki izotermler, gida maddesinin
numunelerinin farkli sabit bagil nem kosullarinda tutulmasiyla elde edilmektedir.
Dengeye ulastiktan sonra ornekteki su icerigi gravimetrik olarak ya da diger
metotlarla tayin edilir. Sabit bagil nem tuz ¢ozeltileri kullanilarak elde edilmektedir.
Kuru maddenin, artan su aktivitesine karst maruz birakilmasiyla elde edilen izoterm,
adsorpsiyon izotermi; yas maddenin azalan su aktivitesine karsi maruz birakilmasiyla
elde edilen izoterm, desorpsiyon izotermi olarak adlandirilir. Bir baska deyisle
adsorpsiyon egrisi gida maddesinin nem kazanmasini; desorpsiyon egrisi ise gida
maddesinin nem kaybetmesini temsil etmektedir. Gida maddelerinin genel sorpsiyon
izotermi Sekil 2.1°de gosterilmistir (Ratti, 2009). Adsorpsiyon izotermleri gida
maddelerinin hidroskobik o6zelliklerini belirlemek icin kullanilirken; desorpsiyon

izotermleri gida maddelerinin kurutma prosesi sirasinda nem miktar1 diistiigii i¢in bu
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proseste faydalidir (Ratti, 2009). Gida maddelerinin adsorpsiyon prosesi ve
desorpsiyon prosesi sirasinda birebir olarak ayni yoldan ilerlemedikleri Sekil

2.1°deki grafikte goriilmektedir.

WD, RO

Desorpsivon

----)

Adsorpsiyon

e - - - -

1
0 0.2 0.6 1

Sekil 2.1 : Sorpsiyon izotermi genel gosterimi.

Sekil 2.1°de gosterilen bir gida maddesinin sorpsiyon izotermine ait genel gosterimde
A, B ve C olmak tizere 3 bolge bulunmaktadir. A bolgesinde su molekiilleri giiglii bir
sekilde bagli olup; su ¢oziicii olarak degerlendirilememektedir. Bu bolgedeki suyun
buharlagsma entalpisi, saf suyunkinden daha yiiksektir. B bolgesinde su molekiilleri
daha gevsek olarak bagli olup; suyun bir kismi sivi fazdadir; ancak mobilitesi
simnirhidir. C bolgesinde su molekiilleri ¢ok daha gevsek olarak baghdir ve
reaksiyonlara ¢oziicli olarak katilabilmeye uygundur. Sekil 2.1°de gosterilen gida
maddelerinin  sorpsiyon izoterminde, adsorpsiyon ve desorpsiyon sirasindaki
reaksiyonun izledigi yolun farkli oldugu goériilmektedir. Gidanin nem almasi ve
kaybetmesi sirasinda goriilen bu farklilik “histeresis” olarak tanimlanmaktadir (Ratti,
2009). Histeresis; sicaklik, gida maddesinin durumu, sorbat ve sorbentin 6zellikleri,
siire gibi faktorlere baghdir (Yang ve dig, 1997). Aym su aktivitesi degerinde;
desorpsiyon prosesinde, adsorpsiyon prosesine oranla daha yiiksek nem igerigi elde
edilmektedir (Ratti, 2009). Bu nedenle gida maddelerinin mikrobiyolojik
stabilitelerinin saglanmasinda; su aktivitesinin adsorpsiyon ile ayarlanmasi daha

Onemlidir.

13



Gida maddelerinin ¢gogunun su aktivitesi degeri ay > 0.95 degerindedir. Bu deger;
bakteriler, mayalar ve kiiflerin gelismeleri i¢in uygundur (FDA, 2015). Genel olarak
bakteriler kiiflerden, Gram (-)’ler Gram (+)’lerden daha yiiksek su aktivitesinde
gelisme gosterirler. A.niger kiifiniin gelisme gosterdigi minimum su aktivitesi
aw=0.78"dir. Genel olarak Aspergillus cinsi i¢in minimum deger a,=0.77-0.78
civarindadir (Ayhan, 2000).

2.2.2 pH ve asitlik

Mikroorganizmalarin gelismesini etkileyen faktorlerden birisi de pH’dir. Gida
maddelerinin asitligini; fermentasyonla veya zayif asit ekleme yollarindan birisinin
tercih edilerek gida maddesinin korunmasi eski zamanlardan beri kullanilan bir
metottur. Dogal yapilar1 geregi, gida maddelerinin bir kismi daha diisiik oranda
asidik, bir kismi1 daha asidik, ¢cok az bir kismi ise alkalidir. Balik, et, sebze gibi
gidalar daha diisiik oranda asidik 6zellik gosterirken; meyvelerin ¢ogu daha asidik
karakterdedir. Yumurta aki gibi ¢ok az gida maddeleri ise alkali 6zelliktedir. pH
degeri; bir ¢ozeltideki bulunan hidrojen iyonunun (H") konsantrasyonunun —log

fonksiyonudur. pH degerine ait formiil denklem 2.3 ile gosterilmistir (FDA, 2001).
pH = —log:o [H'] (2.3)

Gida maddelerinin asitliginin degerlendirilmesinde pH degerine ek olarak, asitlik
iyonlagsma katsayis1 olan pKa da faydali bir terimdir. pKa, bir asidin iyonlagma
durumunu tanmimlamaktadir. Denge konumunda, pKa, iyonlasan ve iyonlagsmadan
kalan asit konsantrasyonlarmin birbirine esit oldugu pH degeridir. Kuvvetli asitler
cok diisiik pKa degerine sahiptir. Bu durum ¢ozelti igindeki asidin hemen hemen
tamammm iyonlastig1 anlamma gelmektedir. Ornegin, 25°C’de 0.1M HCI
cozeltisinin pH degeri 1.08 iken; 0.1M asetik asidin pH degeri 2.6’dir. Bu
karakteristik durum, gida maddelerinin asitlik kullanilarak korunmasi konusunda ¢ok
onem teskil etmektedir. Organik asitler, iyonlasmamis konumdayken koruyucu
olarak daha etkindirler. Gida maddesinin pH degerinin diisiiriilmesi, organik asidin

koruyucu olarak etkinligini yiikseltmektedir (FDA, 2001).

Salata soslar1 gibi bazi gida maddelerinin mikrobiyal stabiliteleri igin titrasyon
asitligi kavrami, pH kavramindan daha iyi bir indikatordiir. Titrasyon asitligi; asit
cozeltisini notralize etmek i¢in gerekli olan standart baz ¢ozeltisinin (genellikle 0.1M

NaOH) miktaridir. Titrasyon sirasinda c¢ozeltide iyonlasmamis olan Hidrojen
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iyonlarmin miktar1 dlciilmektedir. Ozellikle asitligi yiiksek gida maddeleri igin
titrasyon asitligi 6nemli bir indikatordiir. Organik asitler gibi zayif asitler genellikle
iyonlagmadiklar1 i¢in pH degerini dogrudan etkilemezler. Bu nedenle, titrasyon
asitligi toplam asit konsantrasyonunu dlcebilirken, pH Ol¢imi ile bu

gerceklesmemektedir (FDA, 2001).

Mikroorganizmalarin gelismelerinde minimum, optimum ve maksimum pH degerleri
bulunmaktadir. Bu degerler mikroorganizmalara gore degismekte olup; bakteri, kiif
ve mayalar i¢in minimum, optimum ve maksimum pH degerleri araliklar1 Cizelge

2.5’te gosterilmistir (Ayhan, 2000).

Cizelge 2.5 : Bakteri, maya ve kiiflerin gelisebildikleri pH degerleri.

Mikroorganizma Minimum pH Optimum pH Maksimum pH
Bakteri 4.5 6.5-7.5 9.0
Kiuf 1.5-3.5 4.5-6.8 9.0-11.0
Maya 1.5-3.5 4.0-6.5 8.0-8.5

Cizelge 2.5’te goriildiigl gibi kiifler genis pH araliginda gelisme gostermektedir.

pH faktorii, diger faktorlerle kombine edilerek gida maddelerinde mikrobiyal gelisim
inhibe edilmektedir. pH; su aktivitesi (aw), tuz, sicaklik, redoks potansiyeli (En) ve
koruyucu maddeler kullanilarak gida maddelerinde patojenlerin  ve diger
mikroorganizmalarm gelisimi inhibe edilmektedir. Gida maddelerinin pH degeri,
gida maddelerine uygulanan 1s1l islemin etkinliginde 6nemli bir etkiye sahiptir. pH’1n
diisiik oldugu gidalarda, mikroorganizmanin direnci daha diisiik oldugu i¢in daha az

1s1 uygulamasiyla mikroorganizmalar inhibe edilebilmektedir (FDA, 2001).

2.2.3 Redoks potansiyelin etkisi (Ep)

Mikroorganizmalarin gelismesini etkileyen faktorlerden birisi redoks potansiyel
etkisi olup; Ej, ile sembolize edilmektedir. Redoks potansiyeli milivolt (mV) olarak;

elektrometrik veya kolorimetrik metotlarla dlciilmektedir (Arda, 2000).

Mikroorganizmalar gelisme ortamlarindaki  oksidasyon-rediiksiyon  (redoks)
potansiyeline karst degisik derecelerde duyarlilik gostermektedir. Herhangi bir
substratin redoks potansiyeli, substratin elektron kazanma veya elektron kaybetme
yolunda gosterdigi egilim seklinde tanimlanabilir. Bir element veya bilesik elektron
kaybettiginde substrat ylikseltgenir ve bu durum oksidasyon olarak adlandirilir;

elektron kazandiginda ise indirgenir ve bu durum rediiksiyon olarak adlandirilir.
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Elektronlarini kolayca verebilen substrat iyi bir indirgeyici; kolay elektron kazanan
substrat ise iyi bir yiikseltgeyicidir. Elektronlar bir bilesikten digerine aktarildiginda
bu iki bilesik arasinda potansiyel bir fark olusur. Madde ne kadar indirgendiyse o
kadar negatif elektrik potansiyeli; ne kadar okside olduysa o kadar pozitif elektrik
potansiyeli gosterecektir. Yiikseltgeyici (oksidant) ve indirgeyici (rediiktant)
konsantrasyonlar1  birbirine  esit  elektrik  potansiyeli  sifirdir.  Aerobik
mikroorganizmalar gelismek i¢in pozitif E, degerlerine ihtiya¢ duyarken; anaerobik
mikroorganizmalar ise negatif E degerlerine ihtiya¢ duyarlar. Gida maddelerinin
redoks potansiyeli; gida maddesinin kendine 6zgli redoks potansiyeli, gidanin bu
potansiyelde meydana gelecek degisimlere kars1 gosterdigi direng (denge kapasitesi),
gida maddesinin ¢evresindeki atmosferin oksijen gerilimi, gidayr ¢evreleyen
atmosferin gida icine girebilme orani Ozelliklerine bagli olarak belirlenmektedir.
Gida maddelerinin E; degerleri genellikle +400mV ile -400mV arasinda
degismektedir. Mikroorganizmalarim bazilar1 gelismeleri i¢in negatif, bazilar1 ise
pozitif En degerlerine ihtiyag duyarlar. Ornegin; meyve sularinin Ep degerleri
+300mV ile +400mV arasindadir. Buna gore bu iiriin gruplarinda bozulmadan daha

cok aerobik bakteriler ve aerobik kiifler sorumludur (Ayhan, 2000).

2.2.4 Besin maddeleri

Mikroorganizmalar metabolik faaliyetlerini siirdiirmek ve gelismek igin temel besin
maddelerine ihtiyag¢ duyarlar. Gerekli besin maddelerinin tipi ve miktari,
mikroorganizmanin cinsine ve tiiriine bagl olarak degisiklik gosterir (FDA, 2001).
Gida kaynakli mikroorganizmalarin  ¢ogu; biiyiilk molekiillii  bilesikleri
monomerlerine indirgeyecek enzimlerinin olmayisi nedeniyle, enerji kaynagi olarak,
seker, alkol, aminoasit gibi bilesenleri kullanir. Cok az sayida mikroorganizma,
nisasta ve seliiloz gibi kompleks karbonhidratlar1 basit sekerlere pargalayabilirler.
Ayni1 sekilde yag molekiilleri, proteinler de yag asitleri ve aminoasitlere oranla daha
az mikroorganizma tarafindan parcalanabilir. Dogal gidalarin ¢cogunda temel besin
maddeleri mikroorganizmalarin ihtiyacin1 karsilayabilecek kadar bulunmaktadir.
Genel olarak Gram (+) bakteriler bu bilesikleri sentezleyemedikleri i¢in bu maddeleri
gelisme ortamindan alirlar. Gram (-) bakteriler ve kiifler ise bu maddelerin gogunu
sentezleyebilmektedir. Bu durumda meyvelerin pH’larinin diisiik, En degerlerinin (+)
olmasma ek olarak besin maddeleri 6zelligi olarak da degerlendirildiginde kiiflerin

bakterilerden daha fazla bozulma nedeni oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Ayhan, 2000).
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2.2.5 Antimikrobiyal bilesikler

Gida maddelerinde mikroorganizmalara kars1 direng, gidada dogal olarak bulunan ve
antimikrobiyal aktivite gosteren bazi bilesikler ile saglanmaktadir. Bunlar arasinda
karanfildeki eugenol, sarimsak ve sogandaki allisin, tar¢indaki sinnamik aldehit ve
eugenol, hardaldaki allil izotiyosiyanat, adagayindaki eugenol ve timol
bulunmaktadir (Ayhan, 2000). inek siitii; laktoferrin, laktoperoksidaz, lisozim, kazein
icerirken; yumurtada lisozim, konalbumin, ovotransferrin, avidin bulunmaktadir. Bu
bilesikler, mikroorganizmalara karsi savunmada ¢ok oOnemlidir (Pazlarova, n.d.).
Gram (+) bakteriler, 6zellikle lisozime duyarlidir. Antibakteriyel bazi bilesiklerin
ayn1 zamanda antifungal 6zellik de gosterebilmektedir. Limon ve portakaldaki ugucu
yaglarm belirli konsantrasyonlarda bakterilerin ve A.parasiticus’un gelisimini ve bu

kiifiin toksin olusturmasini engelledigi belirlenmistir (Ayhan, 2000).

2.2.6 Osmotik basing

Osmotik basing, ¢ozeltinin i¢inde ¢oziinen maddelerin konsantrasyonu ile iligkilidir.
Mikroorganizmalar, i¢inde gelisme gosterdikleri sivi besiyerinin osmotik basinci ile
kendi hiicre igindeki osmotik basinct arasinda bir denge halindedir.
Mikroorganizmanin en iyi gelisme gosterdigi ortamin osmotik basinci, hiicre igindeki
osmotik basing ile ayni1 veya ¢ok az farklidir (izotonik ¢ozelti). Bu ortamlarda hiicre
zarindan madde giris ve ¢ikisi kolaylikla olur. Eger ortamin osmotik basinct diisiik
ise (hipotonik ¢ozelti), hiicre i¢ine siv1 girisi olur ve hiicre siser. Bu durumun devam
etmesi sonucu hiicre patlar. Buna plazmoptiz denir. Ortamin osmotik basinci yliksek
ise (hipertonik ¢ozelti) bu durumda hiicre i¢inden ortama su ¢ikarak hiicre zarinin
hiicre duvarindan ayrilmasi ve biiziilmesi s6z konusu olur. Bu olay ise plazmoliz
olarak adlandirilir. Osmoz ise; yar1 gecirgen bir membranla ayrilan konsantrasyonlari
farkli olan iki sivinin bu zardan birbirine dogru geg¢isini ifade eder. Bu gecis olayi,
her iki ortamin osmotik basinci veya yogunlugu birbirine esit oluncaya kadar devam
eder. Mikroorganizmalarin osmotik basinglar1 tiire gore farklilik gostermekte olup;
hiicre icindeki osmotik basing, protein, aminoasit, karbonhidrat, inorganik tuzlar
tarafindan olusturulur. Halofilik ve sakkarofilik mikroorganizmalar haricindeki
mikroorganizmalar yiiksek tuz ve seker konsantrasyonlarinda gelisemezler. Ancak
hipertonik ortamlarda az da olsa gelisme gosterebilen kiifler, mayalar, bakteriler ve

algler vardir (Arda, 2000).
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2.2.7 Sicaklik—siire

Sicaklik, mikroorganizma gelismesini etkileyen en onemli faktdrlerden birisidir.
Ancak sicaklik tek basina yeterli bir kavram olmayip siire ile birlikte
degerlendirildiginde anlam kazanmaktadir (Arda, 2000). Ornegin; pastdrizasyon
prosesinin uygulanmasi sirasinda hedef mikroorganizmanin inhibe edilebilmesi igin
gerekli sicakligin yeterli siirede uygulanmasi gerekmektedir. Yetersiz siirede gerekli

sicakliga ulasilmis olmasi prosesin etkin olmasina yetmemektedir.

Mikroorganizmalar, kendi tiirlerine 6zel sicaklik limitleri iginde (minimum gelisme
sicakligt ve maksimum gelisme sicakligl) gelisme gosterirler. Minimum ve
maksimum sicaklik limitleri arasinda mikroorganizmanimn en iyi gelisme gosterdigi
sicaklik degeri/sicaklik araligi, optimum gelisme sicakligi olarak ifade edilmektedir.
Optimum sicakliktan minimum ve maksimum sicaklik degerlerine dogru gidildikce
gelisme hizinin yavasladiglr ve bu limitlerin disinda mikroorganizma gelismesinin
durdugu gorilmektedir. Maksimum limit asildiginda, gelisme sadece durmakla
kalmaz, sicakligin yiiksekligine gore, mikroorganizmalarm 6liimii de meydana gelir.
Minimum limitin alta inildiginde ise, genellikle gelismede duraklama olup, nadiren
sicaklik derecesi ve sicaklik diislis hizina bagh hiicre 6liimii meydana gelir (Arda,
2000). Gida maddeleri iizerinde gelisme gosteren mikroorganizmalarm
gelisebildikleri sicaklik degerlerinin bilinmesi, gidalarin depolanmasi sirasinda
secilecek depo sicakliklar1 hakkinda bilgi verir. Bir mikroorganizmanin gelisebildigi
en distk sicaklik —34°C; en yiiksek sicaklik ise 100°C’dir. Gelisme sicakliklarina
gore mikroorganizmalar; psikrofilik mikroorganizmalar, mezofilik
mikroorganizmalar ve termofilik mikroorganizmalar olmak {izere 3 gruba
ayrilmaktadir. Psikrotroflar 7°C ve altinda gelisebilen ve optimum gelisme
sicakliklari 20-30°C arasinda olan mikroorganizmalardir. 20-45°C arasinda gelisme
gosteren ve optimum gelisme sicakligir araligit 30—40°C olan mikroorganizmalar
mezofilik mikroorganizmalar olarak adlandirilir. 45°C ve daha yiiksek sicaklikta
gelisebilen ve optimum gelisme sicakligt araligi  55-65°C arasinda olan
mikroorganizmalar termofilik mikroorganizmalar olarak adlandirilmaktadir. Cizelge
2.6’da mikroorganizmalarin gelismelerinde sicaklik gereksinimlerine gére minimum,

optimum ve maksimum sicaklik degerleri gosterilmistir (Ayhan, 2000).
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Cizelge 2.6 : Sicaklik gereksinimlerine gore mikroorganizmalar ve gelisme

sicakliklart.
Sicaklik (°C)
Mikroorganizmalar Minimum Optimum Maksimum

Psikrofilik

(zorunlu) (-15)-5 15-20 20-30
Psikrotrofik

(fakiiltatif) (-5)-7 25-30 30-40

Mezofilik 5-25 30-40 40-50

Termofilik 3545 45-65 60-90

Zorunlu 40-45 55-65 70-90

Fakiiltatif 35-40 45-55 60-80

Psikrotrof terimi, daha onceden kullanilan psikrofilik mikroorganizma teriminin
yerini almistir. Psikrofilik mikroorganizma zorunlu ve fakiiltatif psikrofiller olarak
tanimlanmakta  olup, fakiiltatif  psikrofil mikroorganizmalara  psikrotrof
denilmektedir. Kiifler; pH, osmotik basin¢ ve besin iceriginde oldugu gibi bakterilere
oranla daha genis sicaklik araliginda gelisme gosterirler. Aspergillus, Cladosporium,
Thamnidium gibi pekgok kiif, buzdolabi sicakliginda yumurta, et ve meyvelerin
ylizeyinde gelisebilme yetenegindedir (Ayhan, 2000).

2.2.8 Ortamin gaz bilesimi

Canlilarin bircogu yasamlarmi siirdiirebilmeleri igin oksijene ihtiya¢ duyarlar.
Mikroorganizmalarin canliliklarini stirdiirebilmeleri i¢in oksijene bagimliliklar1 ise
cok degisiklik gostermekte olup; mikroorganizmanin tiirline gore degisir.
Mikroorganizmalar; gelisebilmeleri i¢in oksijene olan bagimliliklar1 acisindan 5
temel gruba ayrilarak incelenmektedir. Bu gruplar: obligat aerobik, obligat
anaerobik, fakiiltatif, mikroaerofil ve acrotolerant seklindedir (Arda, 2000).

Obligat aerobik mikroorganizmalar; canli kalabilmeleri ve gelisebilmeleri icin
mutlaka oksijene gereksinim duyarlar. Dogada diger gruplara gére daha fazla sayida
bulunurlar. Bu mikroorganizmalar oksijen olmadigi durumlarda gelisemezler, ¢linkii
oksijensiz ortamlarda enerji elde edebilecek mekanizmaya sahip degillerdir. Dik agar
besiyerlerinde gelistirildikleri zaman genellikle deney tiipiiniin {ist kisminda koloni
olustururlar. Mycobacterium tuberculosis, Bacilllus subtilis gibi bakteriler, kiifler

aerobik mikroorganizmalara 6rnek olarak verilebilir (Arda, 2000).

Fakiiltatif mikroorganizmalar; hem aerobik hem de anaerobik kosullarda gelisme

yetenegindeki mikroorganizmalardir. Bu gruptaki mikroorganizmalarin obligat
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aerobik mikroorganizmalardan farki; fakiiltatif mikroorganizmalarn oksijenin
olmadigi kosullarda da gelismelerini devam ettirebilmelidir.  Fakiiltatif
mikroorganizmalar oksijenin bulundugu kosullarda aerobik olarak gelisme
gosterirken; oksijen olmayan durumlarda ise, siilfiir, karbon, sodyum nitrat vs.
maddeleri  hidrojen alicis1  olarak  kullanabilmektedir. ~Ancak fakdiltatif
mikroorganizmalar daha fazla enerji saglayan aerobik kosullarda daha iyi gelisme
gosterirler. Fakiiltatif mikroorganizmalar dik agarin her bdlgesinde gelisme
gosterebilirler. Enterobacter, Staphylococcus gibi mikroorganizmalar bu grupta yer
almaktadir (Arda, 2000).

Obligat anaerobik mikroorganizmalar; oksijenin bulunmadigi ortamlarda gelisme
gosterirler. Oksijenin bu mikroorganizmalar iizerinde zehirleyici 6zelligi vardir. Bu
grupta bulunan mikroorganizmalarm sahip oldugu enzimler oksijen tarafindan bloke
edilmektedir. Ayrica enzim sistemleri hidrojeni (H") oksijene transfer edemez ve bu
nedenle nitrat, siilfat, karbonat vb. baska oksijen alicis1 kullanirlar. Bu
mikroorganizmalar dik agar besiortaminin dip tarafinda gelisme gosterirler.
Clostridium, Actinomyces obligat anaerobik mikroorganizmalar arasinda Ornek
verilebilir (Ayhan, 2000).

Mikroaerofilik mikroorganizmalar; havada bulunan %21 oranindaki oksijen kadar
oksijen igeren ortamlarda gelisemezler. Oksijen oran1 %1-2 oraninda daha az olan
veya ortam havasina %5-10 oraninda CO; katilmis yerlerde gelisme gostebilirler. Bu
mikroorganizmalar anaerobik degillerdir ve anaerobik kosullarda gelisemezler.
Campylobacter fetus, Brucella abortus gibi mikroorganizmalar mikroaerofilik
ozellik gosterirler (Arda, 2000). Dik agar besiortaminin iist yiizeyine yakin yerlerde

gelisme gosterirler.

Aerotolerant mikroorganizmalar ise; daha fazla yiizeyde olmak {izere, hem aerobik
hem de anaerobik kosullarda gelisme gosterebilmektedir (Arda, 2000).

2.2.9 Bagil nem

Bagil nem; havanin ig¢indeki mevcut su buharinin (mutlak nem), ayni sicaklik ve
basing kosullarinda havanin tutabilecegi maksimum su buharma (maksimum nem)

oranidir.

Bagil nem ve su aktivitesi terimleri birbirleriyle yakindan iligkilidir. Kapali ve denge

halindeki bir sistemde; %Denge Bagil Nemi=a,*100 esitligi gegerlidir. Gida
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maddesinin ve ortam havasinin dengede olmadig1 kosullarda ise gegisler s6z konusu
olmaktadir. Ornegin diisiik su aktiviteli bir gida maddesinin yiiksek bagil nemde bir
ortama birakilmasi sonucu; havadan gida maddesine su gecisi olup, gida maddesinin

nemi artacaktir (Pazlarova, n.d.).

2.3 Mikroorganizmalarin Gelisme Evreleri
Bu boéliimde mikroorganizmalarin gelisme evreleri hakkinda bilgi verilecektir.

Mikroorganizmalarin hiicre sayisinda ve kiitlesinde meydana gelen artis “gelisme”
olarak tanimlanir. Gelisme denildiginde hiicrenin boyutlarinin artmasindan daha ¢ok,
hiicre sayisinin artis1 anlasilmaktadir. Mikroorganizmalarin gelisme evreleri; lag
(uyum) fazi, logaritmik (eksponansiyel) artis fazi, sabit faz ve logaritmik

azalma/olim fazi1 olmak tizere 4 fazdan olusmaktadir.

2.3.1 Lag (uyum) fazi

Bir mikroorganizma yeni bir ortama girdiginde, onun yeni ortama uyum saglamasi
belirli bir siire almaktadir. Mikroorganizma g¢ogalmaya baslamadan 6nce ortama
uyum saglamalhidir. Bu faz “lag phase (uyum fazi)” olarak adlandirilir. Bu asama
mikroorganizma gelismesinin baglangi¢ asamasi olup, hiicre sayisinda hicbir artig
gozlenmez veya bu artis ¢cok azdir. Hiicre metabolizmasi ¢ok yiiksektir. Hiicrelerin
boyutlar1 artmasina ragmen, hiicrelerin sayisal artis1 s6z konusu degildir. Bu nedenle
kiitlesel artis olmaz. Lag fazinin uzunlugu dogrudan mikroorganizmanin onceki
gelisme kosullarina baglidir. Besin 6geleri agisindan zengin bir ortamda gelistirilen
bir mikroorganizma, daha zayif bir ortama inokule edildiginde, mikroorganizmanin
yeni bir ¢evreye adaptasyonu daha uzun siire almaktadir. Mikroorganizma gelismesi
icin gerekli proteinler, ko-enzimler ve vitaminler sentezlenir ve bu durum lag fazini
uzatmaktadir. Besin Ogeleri agisindan zayif bir ortamda gelistirilen bir
mikroorganizma, besin Ogeleri agisindan zengin bir ortama eklendiginde, hiicre

boliinmesi herhangi bir gecikme olmadan baslar ve boylece lag faz1 daha kisa olur
(Amrita, 2016).
2.3.2 Eksponansiyel/logaritmik artis faz1

Logaritmik gelisme faz1 veya eksponansiyel artis faz1 olarak adlandirilan mikrobiyal
gelismenin ikinci evresinde, mikroorganizmalarda hizla ¢ogalma ve hiicre sayilarinda

artis meydana gelir. Metabolik aktiviteleri yiikselir ve mikroorganizmalarin
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hiicrelerinde sabit oranda deoksiriboniikleikasit (DNA) replikasyonuyla hiicre
boliinmesi meydana gelir. Besiortami maksimum oranda kullanilir ve kiiltiirlerin
gelisme hizlar1 maksimum seviyeye ulasir. Hiicre sayis1 logaritmik (eksponansiyel)
olarak  vyiikselir. Tek hiicre ikiye boliindikten sonra 4,8,16,32,64,...
(2°,21,22232% ..2" n generasyon sayis1) seklinde bolinmeye devam eder. Hiicre
boliinmesi, gelismenin dengeye ulagmasiyla sonuglanir. Mikroorganizma hiicresinin
sayisinin 2 katmna c¢ikabilmesi icin gerekli siire generasyon siiresi olarak
adlandirilmaktadir.  Generasyon siiresi, mikroorganizmalara gore farklihik
gostermektedir. Ornegin, Escherichia coli her 20 dakikada bir béliiniir.

Staphylococcus aureus igin generasyon siiresi 30 dakikadir (Amrita, 2016).

Mikroorganizmalarin gelisme fazlarina ait grafik Sekil 2.2°de gosterilmistir (Amrita,
2016).

Sabit faz

n‘f}nnx
Logaritmik fa
artis fan

Hitcre Sayisi (log)

Uyum fazn

Sekil 2.2 : Mikroorganizma gelismesine ait fazlar.

2.3.3 Sabit faz

Mikroorganizma populasyonu gelismeye devam ederken; gelisme ortamindaki tiim
besin 6geleri mikroorganizma gelismesi i¢in kullanilmaktadir. Bu durum; ortamda
attk maddeler, toksik metabolitler ve antibiyotik gibi inhibitér bilesiklerin
birikmesine neden olmaktadir. Ortamin pH ve sicaklik gibi mikroorganizma
gelismesini etkileyen 6nemli parametreleri, mikroorganizmanin gelisimi acisindan
istenmeyen degerlere ulasir. Bu da mikroorganizma gelismesini olumsuz etkiler.
Boliinen hiicre sayisi ile 6len hiicre sayisi birbirine esit olur, sonugta mikroorganizma
hiicre boliinmesi tamamiyla durur. Hiicre sayis1 artmaz ve gelisme hizi sabit olur.

Sabit fazdaki bir mikroorganizma hiicresi alinip, yeni bir ortama inokule edilirse, bu
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hiicre kolaylikla logaritmik gelisme evresine gecerek normal metabolik aktivitesine

devam edebilir (Amrita, 2016).

2.3.4 Logaritmik azalma/6liim fazi

Ortamdaki besin 6gelerinin tiiketilmesi ve buna bagli olarak metabolik atiklar ve
diger toksik metabolitlerin artmasi, mikroorganizmalar1 O6lim fazina tasir. Bu
asamada, mikroorganizma ¢ogalma yetenegini tamamiyla kaybeder. Olumsuz
kosullar nedeniyle mikroorganizma hiicreleri 6lmeye baslar. Mikroorganizma 6liimii
hizli ve belirli—diizenli oranda gergeklesir. Olen hiicre sayis1 bu evrede, canli hiicre
sayisindan fazladir. Bazi mikroorganizmalar spor olusturarak olumsuz ortam

kosullarina direng gosterebilirler (Amrita, 2016).

2.4 Aspergillus niger ve A.carbonarius Hakkinda Genel Bilgiler

Aspergillus, Ascomycota subesinin bir iyesidir. Aspergillus cinsine ait 185’in
iizerinde tiir bulunmaktadir. Bu tiirlerden yaklasik 20 tanesi insan ve hayvan saglig
acisindan zararh etkilere sahiptir. Bu cinsten aflatoksin iireten A.flavus en taninmis
olan tiirdiir. Uziim ve kahvede, A.carbonarius ve A.ochraceus OTA olusturan kiif

tirleridir. A.niger ise diger tiirlere gére daha az tehlikelidir (Kenyon College, 2010a).

Aspergillus section Nigri tyelerinden A.niger, A.carbonarius, A.lacticoffeatus,
A.schlerotioniger, A.awamori, A.foetidus ve A.japonicus tiirlerinin OTA iiretiminden
sorumlu tiirler oldugu arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Samson ve dig, 2004;
Magnoli ve dig, 2003; 2004; 2006a; 2006b; Battilani ve dig, 2003). Yapilan bir baska
calismada A.foetidus ve A.japonicus tiirlerinin OTA {iretmedikleri bildirilmistir
(Samson ve dig, 2004). A.carbonarius ve A.niger OTA iiretiminden sorumlu baslica
kiifler olarak degerlendirilmekle beraber, A.niger agg. tarafindan OTA iiretim orani,
A.carbonarius suslarina gore daha diisiik miktardadir (Battilani ve dig, 2006;
Astoreca ve dig, 2007).

Aspergillus carbonarius, Aspergillus section Nigri tiyeleri iginde en 6nemli OTA
iireticisi kiif tiirtidiic (Belli ve dig, 2005; Battilani ve dig, 2008; Nielsen ve dig,
2009). A.carbonarius; {iziim, kuru iizim ve sarapta OTA kontaminasyonundan
sorumlu baslica kif tiridir (Frisvad ve dig, 2006). A.carbonarius izolatlarmin
minimum 10°C’de, optiumum 20-33°C’de ve maksimum 44°C’de gelisme gosterdigi

bulunmustur. A.carbonarius, A.niger’e ¢ok benzer yapida olup; A.carbonarius,
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A.niger’e oranla daha biiyiik sporlar olusturmasi agisindan farklilagir. Buna ek olarak
mindr diizeyinde morfololojik farkliliklar bulunmaktadir (JGI, 2016).

Aspergillus niger, gida maddelerinde siklikla karsilasilan bir kiif tiiriidiir. Ancak her
susu OTA {iretme yeteneginde degildir. Sadece birkag susu okratoksijenik o6zellik
gosterir. A.niger; iliziim, sarap ve kahve c¢ekirdeklerinde A.carbonarius’tan sonra
ikinci 6nemli OTA f{reticisi kiif tiridir (Frisvad ve dig, 2006). A.niger haploid
kromozomlu filamentli kiif tiirii olup; hiicre disina enzim ve sitrik asit salgilayabilir.
A.niger sitrik asit haricinde amilaz, lipaz, proteaz gibi endiistriyel enzimler
iretebilmektedir. Bunun haricinde A.niger toksik metabolitler de iiretmektedir.
A.niger kolonileri, siyah renkli kiif sporlari ile kaplanmis sekildedir (Kenyon
College, 2010b).

OTA iiretiminde; kiifiin fizyolojik 6zellikleri, sicaklik, su aktivitesi (ay) Ve ortam
ozellikleri gibi pekgok faktdr etkili olmaktadir. Serin ve 1liman bdlgelerde
Penicillium verrucosum, P.nordicum gibi tiirler baslica OTA fireticisi kiifler iken;
tropikal ve yar1 tropikal iklimlerde ise; A.ochraceus, A.carbonarius, A.niger var
niger, A.allutaceus gibi tiirler baslica OTA fiireticileridir. Iliman bdélgelerde A.niger
var niger, A.carbonarius kiiflerinin tiziim, kuru tiziim, kahvede OTA {iretminden

sorumlu oldugu bildirilmistir (Ringot ve dig, 2006).

Arjantin’deki kurutulmus iiziimlerde yapilan bir c¢alismada, Orneklerin ¢ogunda
fungal kontaminasyon oldugu belirlenmistir. Yiizeydeki canli kiifler uzaklastirilmig
olsa da i¢ kisimlarda meydana gelen kiiflerin invazyonu bu durumu ortaya
cikarmistir. Orneklerden izole edilen baskin tiirler Aspergillus (%50.2), Eurotium
(%21.4) ve Penicillium (%13.5) cinslerine aittir. A.niger susunun en yaygin tiir
oldugu (%37.3), A.carbonarius ve A.japonicus tiirlerinin ise daha az bulundugu
(%7.3 ve %2.9) belirtilmistir. Bu tiirlerin OTA olusturma 6zellikleri incelendiginde
ise, A.carbonarius susunun OTA olusturmada A.niger susuna goére baskin oldugu ve
A.carbonarius suslarmin, A.niger suslarindan daha gii¢lit OTA {ireticisi olduklari

bulunmustur (Romero ve dig, 2005).

Avrupa’da yapilan bir ¢aligmada; yapilan arastirmalarda Avrupa’da tiziim, sarap ve
kuru {tziimlerdeki OTA kontaminasyonundan baslica sorumlu kif tiirlinlin

A.carbonarius oldugu, OTA’nin kuru iiziimde, saraba oranla daha yiiksek
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konsantrasyonlarda bulundugu (maksimum konsantrasyon degeri: 53 pg/kg)

belirtilmistir (Battilani ve dig, 2006).

Yunanistan’da yapilan bir c¢alismada, kuru iiziimlerde gelisen A.niger ve
A.carbonarius suglarinda inceleme yapilmistir. Calismanin sonuglarina gore, A.niger
izolatlarmmn OTA {iretiminde, A.carbonarius izolatlarma oranla zayif oldugu,
A.carbonarius’un giiclii OTA fireticisi oldugu belirtilmistir. A.niger izolatlarinin
%79.86’smin ya OTA iiretmedigi ya da 5.9 ppb’nin altinda OTA irettikleri, sadece
%6.29’unun yiiksek konsantrasyon oranda (>25 ppb) OTA iirettikleri; A.carbonarius
izolatlarinin %78.35’inin yiikksek oranda (>25 ppb) OTA firettikleri belirtilmistir
(Tjamos ve dig, 2004).

Kuru {iziimlerde yapilan bir ¢alismada, gelisme i¢in gerekli optimum sicaklik
degerlerinin (A.carbonarius igin 30°C ve A.niger i¢in 35°C), toksin tretimi igin
gerekli optimum sicaklik (her iki tiir i¢in de 15-20°C) degerinden daha yiiksek
oldugu belirtilmistir (Hocking ve dig, 2007).

Aspergillus carbonarius kiifiiniin OTA {iretimi iizerine sicaklik ve su aktivitesi
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada; inkubasyon sicakligini 30°C oldugu durumda
tiim suslarm a,=0.82-0.99 araliginda gelisme gdosterdikleri; inkubasyon sicakliginin
15°C oldugu durumda tiim suslarin a,=0.94-0.99 araliginda gelisme gosterdikleri
belirtilmistir. 15°C sicaklikta ve aw=0.94—0.99 araligindaki inkubasyon sonucu 4 tane
A.carbonarius susunun trettigi OTA miktarinin, 30°C’deki miktardan daha fazla
oldugu; OTA iiretiminin susa bagli olarak a,=0.86, 0.90 ve 0.94 degerlerinde
gerceklesebildigi ve A.carbonarius kiifiiniin diisiik ve yiiksek sicakliklarda genis su
aktivitesi araliginda gelisme gosterebildigi ve OTA {retebildigi belirtilmistir
(Esteban ve dig, 2006).

Ispanya’da yapilan bir calismada bulunan sonuglar su sekildedir: Ispanya’da
yetistirilmis tiziimlerden izole edilen test suslarindan, 120 tane A.carbonarius
susundan 89 tanesinin okratoksijenik oldugu ve iiretilen OTA miktarmmn 1.2-3530
ng/mL araliginda degistigi; 64 tane A.niger test susunun higbirinde OTA tespit
edilmedigi bildirilmistir. Bu ¢alismanin sonuglarma gére; ispanya’da yetistirilen 5
farkli liziim cesidi kullanilarak elde edilen saraptaki OTA varligindan baglica

A.carbonarius tirii ve daha az miktarda A.niger aggregate’ten ozellikle daha
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onceden OTA iireticisi olarak tanimlanmamis olan A.tubingensis tiirii sorumlu olarak
bildirilmistir (Medina ve dig, 2005).

OTA iireten ilk kiif tiirti A.ochraceus olarak Van der Merwe ve arkadaslari tarafindan
belirlenmistir (Van der Merwe ve dig, 1965).

Sultani tiztimlerinde OTA varlig ile ilgili yapilan bir ¢calismada, 1998 ve 2004 yillar1
arasinda tretilen toplam 264 tane sultani 6rnegi kullanilmistir. Bu 6rneklerin; 96
tanesi baglardan, 168 tanesi de ihracata sevkedilen iiriinlerden almmistir. Bu
orneklerin %32.2’sinin OTA konsantrasyonunun tespit limitinin altinda oldugu;
%9.8’inin ise 10 ppb limitinin tlizerinde oldugu; kalan %58’lik kismin OTA
konsantrasyonunun biliylik 0.026-10 pg/kg araliginda oldugu ve yillara gore
konsantrasyonlarda bilyiik farkliliklar oldugu belirtilmistir (Meyvaci ve dig, 2005).

Brezilya tizimlerinden izole edilen A.carbonarius ve A.niger suslarmin gelisimleri
ve OTA olusturma potansiyelleri {izerine yapilan bir ¢aligmada su sonuglar elde
edilmistir: A.carbonarius gelisimi tizerine sicaklik ve ay, ile pH ve a, etkilesiminin
onemli oldugu; sicakligin A.carbonarius gelisiminde en etkili parametre oldugu
belirtilmistir. Sicaklik tek basina antagonistik bir etkiye sahiptir: Sicaklik
yiikseldikge, daha az gelisme gozlemlenmistir. a,, ise sinerjistik etkiye sahiptir: ay
degeri yiikseldikge daha fazla kiif gelisimi gozlenmistir. pH seviyesinin
A.carbonarius gelisiminde 6nemli etkisi olmamasina ragmen a,, ile sinerjistik etki
gosterdigi bulunmustur. A.carbonarius 20-33°C sicaklik araliginda, a,=0.95-0.98
araliginda ve pH=5-6.5 araliginda en yiiksek gelismesini gostermistir. 10°C’nin
altinda ve 44°C’nin iizerinde herhangi bir gelisme olmamustir. A.niger susunun
gelisiminde; sicaklik, a,, ve pH parametrelerinin ve bu parametrelerin birbirleriyle
etkilesimlerinin 6nemli oldugu ve A.niger gelisiminde ay’nin en etkili parametre
oldugu ay’den sonraki en etkili parametrenin de sicaklik oldugu; her iki faktoriinde
sinerjistik etkisi oldugu (daha yiiksek ay,, ve sicaklikta, daha ¢ok A.niger gelismesi)
belirtilmistir. A.niger gelisiminin 24-37°C sicaklik araliginda, a,>0.95 ve pH=4-6.5
araliginda optimum oldugu belirtilmistir. Ayn1 ¢alismaya ait OTA {iretimi sonuglar1
ise su sekildedir: A.carbonarius susu icin c¢aligmadaki tiim parametreler ve
birbirleriyle etkilesimleri OTA iiretimi acisindan 6nemli olup; aw, sicaklik ve pH
sirastyla OTA iiretiminde etkili parametrelerdir. ay, ve pH sinerjistik etkiye sahipken,
sicaklik antagonistik etkiye sahiptir. A.carbonarius; sicaklik 15°C, pH>6.0 ve

aw=0.99 degerlerinde maksimum konsantrasyonda (8—10 pg/g) OTA iiretmistir.
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Sicaklik 25°C, pH<5.0 ve aw<0.95 degerlerinde ise 1-3 pg/g araliginda toksin
iretmistir. A.niger susu i¢in ¢alismadaki a, ve sicaklik parametreleri ve birbirleriyle
etkilesimleri OTA tiiretiminde énemli olup; A.niger OTA sentezinde; aw, sinerjistik;
sicaklik, antagonistik etki gostermektedir. A.niger susunda maksimum OTA {iretimi
sicaklik 15°C ve ay,=0.98-0.99 degerlerinde gergeklesmis olup; 20-25°C araliginda
A.niger susunun OTA iiretmedigi bildirilmistir (Passamani ve dig, 2014).

Avrupa’da yapilan calismalarda, saraptaki OTA konsantrasyonlari incelendiginde;
giiney bolgelerdeki saraplarda OTA konsantrasyonunun daha yiliksek oldugu ve sarap
cinslerinin OTA konsantrasyonlarinin siralamasinin ise; kirmizi sarapta en yiiksek,
rose sarapta orta seviyede ve beyaz sarapta en az oldugu bildirilmistir (Battilani ve
Pietri, 2002).

Uziimde OTA iiretimi ile ilgili yapilan bir calismada, potansiyel OTA iireticisi 426
sus incelenmis ve bu suslarin %95’inin A.niger, %3.5’inin A.ochraceus ve %]1.1’inin
A.carbonarius’tan olustugu bildirilmistir. Siyah kuru iiziimden A.niger susu
fazlasiyla izole edilmis olmasina ragmen bunlarm sadece %6°s1 OTA {ireticisi olarak

bildirilmistir (Ilamanaka ve dig, 2005).

Yapilan bir bagka c¢alismada; Morocco’daki kuru tiztimlerde OTA seviyesinin
0.05£0.02 (ng/g) ile 4.95+0.02 (ng/g) oldugu ve bu degerlerin Avrupa
regulasyonunun maksimum limitinin (10 ng/g) altinda oldugu bildirilmistir (Zinedine

ve dig, 2007).

Kuru tiziimlerde yapilan bir baska calismada; sultani ve siyah kus iiziimii olmak
tizere 2 gesit kuru liziim incelenmistir. Tiim kuru tziimlerde bulunan ortalama OTA
konsantrasyonu 2.6 ug/kg olarak belirtilmistir. 27 sultana Ornegindeki OTA
seviyesinin 54 siyah kus liziimii 6rnegindeki OTA seviyesinden daha diisiik oldugu

belirtilmistir (Stefanaki ve dig, 2003).

Kuru iiziimlerde yapilan bir baska calismada ise su sonuglar bulunmustur: sultaniler
ve kuru iiziimlerde OTA miktarlariin sirasiyla 1.79-8.92 (ng/kg) ve 0.48-7.35

(ng/kg) araliginda degistigi bildirilmistir (Caglarirmak, 2006).

Uziimden izole edilen Aspergillus section Nigri suslarmm OTA iiretimlerine
inkubasyon siiresinin etkisinin incelendigi bir ¢alismada, OTA {iretimi agisindan;
A.carbonarius suslarmm A.niger suslarindan daha glglii fretici olduklari,

A.carbonarius ve A.niger suslarinda maksimum OTA dretiminin 5 giinlik
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inkubasyon periyodunda oldugu ve ilerleyen giinlerde tespit edilen miktarin giderek
azaldigi belirtilmistir (Belli ve dig, 2004).

Yapilan bir bagka calismada, siyah Aspergillus’lar arasinda Temmuz—Agustos
aylarinda giines 1s181inda kurutulan iiziimlerde A.niger suslarinin baskin tiir olduklari;
bu durumun olusmasinda, A.niger kiifiniin A.carbonarius kiifiine oranla yiiksek
sicakliklarda gelismeye daha hizli uyum saglamasinin ve daha genis ay, ve sicaklik

degerlerinde gelisebilmesinin etkili oldugu belirtilmistir (Valero ve dig, 2005).

2.5 Okratoksin A (OTA) Hakkinda Genel Bilgiler

Bu béliimde; OTA’nin kimyasal yapisi, OTA iireten kiif tiirleri, OTA ac¢isindan riskli
gidalar, OTA’nin insan saglig1 tizerine etkileri ve OTA igin belirlenen limit degerler

hakkinda bilgi verilecektir.

2.5.1 OTA’nin kimyasal yapisi

Okratoksinler, kiiflerin sekonder metabolitleri olan mikotoksinlerin bir grubu olup;
okratoksin A (OTA), okratoksin B (dekloriir OTA), okratoksin C (etillendirilmis
OTA) olmak iizere farkli fraksiyonlara ayrilmaktadir (Reddy ve Bhoola, 2010). Bu
fraksiyonlar arasinda; en toksik olan ve en sik karsilasilan OTA fraksiyonudur
(Hussein ve Brasel, 2001; Richard, 2007). OTA’nin kimyasal adlandirmasi su
sekildedir: R-N-[(5-kloro-3,4-dihidro-8-hidroksi-3-metil-1-okso-1H-2-benzopiran-7-
il) karbonil]-fenilalanin (Berente ve dig, 2005). Okratoksinler, L-B-fenilalanin
yapisina bagli izokumarin tiirevleridir (Golan, 2008b). OTA’nin yapisinda Cl
bulunmasi onu diger fraksiyonlardan ayiran bir 6zelliktir (Murphy ve dig, 2006).
OTA’nin kimyasal yapist Sekil 2.3’te gosterilmistir (Duarte ve dig, 2010). OTA; UV
15181 altinda floresans veren, renksiz, kristal yapida bir bilesiktir. Ampirik formiili
Ca0H1806NCl  seklinde olup; molekiil agirhigt MW=403.82°dir.  Organik
coziiciilerdeki ¢oziintirliigii yliksek; sudaki ¢oziintirliigii ise daha diisiiktiir (Ringot ve
dig, 2006). Sodyum hidrojen karbonatin sulu c¢ozeltisinde de ¢oziinmektedir.
OTA’nin erime noktasi, benzenden rekristalize edildiginde 90°C ve ksilenden

rekristralize edildiginde 171°C’dir (Duarte ve dig, 2010).
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Sekil 2.3 : OTA’nin kimyasal yapisi.

Mikotoksinlerin analizinde cesitli metotlar/teknikler kullanilmaktadir. ince tabaka
kromatografisi (thin layer chromatography-—TLC), yiiksek performansli sivi
kromatografisi ~ (high  performance liquid  chromatography-HPLC), gaz
kromatografisi  (gas chromatography—-GC), Kkapiler elektroforez  (capillary
electrophoresis—CE) ve enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) metotlarindan

birisi kullanilarak mikotoksinler analizlenmektedir (Turner ve dig, 2009).

2.5.2 OTA iireten kiif tiirleri

OTA ireten kif tiirlerine hem Penicillium cinsinde hem de Aspergillus cinsinde
rastlanmaktadir. Sekonder kiif metabolitlerinden biri olan OTA’y1 iireten Penicillium
cinsine ait tiirler: P.verrucosum ve P.nordicum tiirleridir (Larsen ve dig, 2001). OTA
ireten Aspergillus cinsine ait kiif tiirleri sunlardir: A.ochraceus, A.sulphureus,
A.carbonarius, A.niger ve A.schlerotiorum tiirleridir (Batista ve dig, 2003; Frisvad ve
dig, 2004; Pitt, 2000; Samson ve dig, 2004).

2.5.3 OTA agisindan riskli gitda maddeleri

Dogal bir kontaminant olan OTA agcisindan riskli gidalar: hububatlar, sarap, lizlim,
iizlim suyu, kahve ve kahve cekirdekleri, kakao, baharatlar ve kuru {liziim cesitleridir
(Kabak, 2009). OTA, bu iiriinlerin tiirevlerinde de termostabiliteleri nedeniyle
bulunabilmektedir. OTA, toksik bir sekonder metabolit olup Aspergillus ve
Penicillium cinsine ait gesitli funguslar tarafindan iretilebilmektedir. Tahillardaki
OTA, baslica P.verrucosum tarafindan {iretilirken; iiziim, kahve ve kakaodaki OTA,

A.carbonarius tarafindan dretilir. OTA acgisindan riskli {riinlerde hasat Gncesi
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tarlada, hasatta ve depolamada fungal gelisimi etkileyen kritik faktorler: sicaklik,
nem igerigi, riiniin olumsuz kosullara maruz kaldig: siire ve diger faktorler (spor
varligi, mekanik konum, bdcek zararlanmasi, firtina ve yagmurun zarar vermesi, pH,

0,—CO0O; seviyesi) seklindedir (Amezqueta ve dig, 2009).

Bugday, arpa, yulaf, ¢cavdar, misir ve piring gibi tahillar yiiksek konsantrasyonda
OTA igerirler. Yulaf ve arpalarda genellikle, OTA konsantrasyonu daha diistiktiir
(Tunail, 2000). Uziimde OTA ise, bircok iilkede birgok arastirici tarafindan
arastirilmaktadir. Uziim, gelisme evresinin erken evrelerinde kiif kontaminasyonuna
daha yatkindir. Ayrica bocek zararlanmasi da kiif gelisimine olumlu yonde katki
saglar. Boceklenmis iiziim, taze iliziime gore daha kolay enfekte olma ozelligine
sahiptir (Golan, 2008a). Ciinkii bocekler kiifiin {iriinii daha kolay enfekte etmesini
saglar. Tahillar, tiziim gibi 1liman bolgelerde yetisen ekinler, degisen cevre
kosullarindan ¢ok etkilenirler. Burada 6nemli olan nokta, funguslarin iiriine niifuz
etmesini ve OTA olusumunu engellemek, bitkinin nem degerini ve kuraklik stresini

azaltmaktir (Amezqueta ve dig, 2009).

OTA; kahve, kakao gibi triinlerde de 6nemli bir sorundur. Kahve, kakao gibi
tropikal bolgelerde yetisen ekinlerde de gevre kosullar1 kiif gelisiminin tizerinde
onemli bir parametredir. Yiiksek sicaklik, nemli hava, saganak yagmur kiif gelisimini
tesvik eder. Bu gibi {iriinler homojen ve olabildigince hizl bir sekilde kurutulmalidir.
Kahve ve kakao gibi iirlinler, kurutma oncesi fermentasyon prosesinden gecerler.
Fermentasyon prosesi genel bir kural olarak, kiiflerin azalmasma neden olurken;
kiiflerin 6nemli bir substrati olan kiispe kisminin ayrilmasini da saglar. Kabuk soyma
prosesinde de tiim kosullar ¢ok iyi kontrol edilmelidir. Cilinkii kahve, kakao gibi
urtinlerin  kabuklar1i OTA kontaminasyonu agisindan son derece uygundur
(Amezqueta ve dig, 2009). Tim bu iriin gruplart agisindan degerlendirildiginde,
iirtin tretildikten sonra depolanma siireci de ¢ok Onemlidir. Kurutulmus/kurutma
prosesi goérmiis Uriinlerin tekrar nem almamasina, sicaklik, pH vb. parametrelerin

kontrol edilmesine dikkat edilmelidir.

2.5.4 OTA’nin saghk iizerine etkileri

Mikotoksinlerin tiiketimi sonucu insan ve hayvan gibi yliksek yapili canlilarda
goriilen toksik sendromlara “mikotoksikozis” adi verilir. Mikotoksinlerin insanlara

gecisi; “birincil mikotoksikozis” ve “ikincil mikotoksikozis” olmak iizere iki yolla
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olabilmektedir. Dogrudan mikotoksin iceren gidalarin tiiketimi sonucu insan ve
hayvanlarda olusan mikotoksikozise birincil mikotoksikozis adi1 verilir. Hayvanlar
tarafindan mikotoksinlerle bulasan yemlerin tiiketimi sonucu mikotoksinlerin et, siit
ve yumurta gibi hayvansal iirlinlere gecebilir. Bu tiriinlerin tiiketilmesi sonucu ortaya
cikan mikotoksikozis ise ikincil mikotoksikozis olarak tanimlanmaktadir (Erginkaya

ve Kabak, 2011).

Okratoksin A (OTA); hem insan populasyonlarinda hem de canli hayvan gruplarinda
karsilagilan bobrek problemleriyle baglantili nefrotoksik (bobrekte etkili toksisite) bir
mikotoksindir. Nefrotoksik etkisinin yanisira kanserojen (kanser olusturma etkisi),
genotoksik (genler tizerinde etkili toksisite), immunosupresif (bagisiklik sistemini
baskilayip zayiflatan), teratojenik (embriyonal gelisimi etkileyen toksisite),
mutajenik (DNA’nin  yapisinda mutasyon meydana gelmesi), hepatotoksik
(karacigerde etkili toksisite) etkilere de sahiptir (Cabanas ve dig, 2008; Zhang ve dig,
2011). Bu nedenle OTA; Diinya Saglk Orgiitii (World Health Organization—-WHO)
kurumuna bagli olarak c¢alismalarini yiiriiten, Uluslararasi Kanser Arastirmalari
Dairesi (International Agency Research on Cancer—IARC) tarafindan “potansiyel
kanserojen madde” olarak Grup 2B’de siniflandirilmistir (Zhang ve dig, 2011). OTA
baslica bobrek toksinidir. Ancak, yeterli oranda yiiksek konsantrasyonlarda
karacigere de =zararli etkileri olmaktadir (Richard, 2007). OTA’nin toksisite
mekanizmasi; lakton kismininin substrata baglanmasiyla agiklanmaktadir. OTA’ nin
lakton kismi yapisal olarak mitokondri enzimlerinin aktif kisimlarinin analogu olup
substrata baglanir ve asil mitokondriyal enzimlerle rekabet eder. OTA’nin etki
mekanizmas1 i¢in  yapilan ¢alismalarda; OTA’nin, kobaylarm kaaciger
mitokondrilerindeki ATPase, siiksinat dehidrogenaz ve sitokrom C oksidaz
enzimlerini inhibe ettigi bulunmustur (Hussein ve Brasel, 2001). OTA’nin hem akut
hem de kronik toksik etkileri bulunmaktadir. Akut etki, toksik etken ile
karsilasildiginda viicutta bagisiklik sistemi tarafindan hizla gelistirilen ve toksik
etkene karsi verilen tepkidir. Akut toksisite ise, toksik etkenin viicutta hizla tepki
olusmasina neden olmasidir. OTA’nin akut toksisite dozu erkek sicanlarda LDs,=29
mg/kg ve disi siganlarda LDsg=22 mg/kg’dir. OTA’nin teratojenik etkisi 6zellikle
civciv ve farelerde kafa bozukluklari, gaga hatalar1 ve goz gelisiminin engellenmesi
seklinde izlenir (Tunail, 2000). Kronik etki, toksik etken ile karsilasildiginda viicutta

hemen degil, uzun zaman ve birikim sonucu gelistirilen tepkidir. Kronik toksisite ise,
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toksik etkenin viicutta birikerek uzun zaman icinde tepki olusmasidir. OTA’nin,
insanlar lizerindeki etkisine iligkin somut kanitlar olmamakla beraber Bulgaristan,
Romanya, Yugoslavya ve Tuna Nehri kiyis1 kirsal kesiminde goriilen ve admi bu
bolgeden alan Balkan nefropatisi (Balkan Endemic Nephropathy—BEN) ile iligkisi
konusunda kuvvetli bulgular vardir. BEN goriilen bolgelerde yasayan insanlarin kan
orneklerinde OTA’ya rastlanma siklig1 ve OTA konsantrasyonu oldukg¢a yiiksektir.
Ayrica OTA, gevis getiren hayvanlarda ve kiimes hayvanlarinda da agir bobrek
hastaliklarina neden olmaktadir (Tunail, 2000).

2.5.5 RASFF’de OTA ve kuru iiziim durumu

Avrupa Birligi (European Union—EU), diinyadaki en yiiksek gida giivenligi
standartlarindan birisine sahiptir. Bu durumu, tiiketicilere gida maddelerinin
giivenliginin  saglanmasint  Avrupa Birligi Mevzuati (EU Legislation) ile
gerceklestirmektedir. Besin zincirinde tiiketici sagligi acisindan riskli olan tirtinlerin
diinya ¢apinda ve hizla belirlenmesi amaciyla bir arag¢ gelistirilmistir. Bu arag, Gida
ve Yem i¢in Hizli Alarm Sistemi (Rapid Alert System for Food and Feed -
RASFF)’dir (RASFF, 2016). RASFF sisteminde; gida, yem ve gida ile temas eden
materyaller i¢in tanimlanan riskler, riskin ciddiyetine gore; “alarm bildirimi (alert
notification)”, “bilgilendirme bildirimi (information notification)”, “sinirda reddetme
bildirimi (border rejection notification)”, “orijinal bildirim ve takip bildirimi
(original notifications and follow-up notification)” ve “reddetme ve geri ¢ekme
bildirimi (rejected and withdrawn notification)” seklinde siniflandirilmaktadir. Alert
notification; bulunan bir gida maddesinin ciddi riskli oldugunu ve ilgili iilkeyi
uyarmaktan once derhal hizlica aksiyon alinmasi gerekliligini gosterir. Information
notification; gida maddesinin riskinin tanimlanmasi sonucu gida maddesinin ciddi bir
risk olusturmadigi veya bildirim sirasinda iirliniin piyasada olmadigmi gosterir.
Border rejection notification; gida, yem maddesinin veya gida ile temas eden
materyalin insan, hayvan ve ¢evre saglig1 agisindan riskli olmasi nedeniyle giimriikte
reddedilmesi durumunu gosterir. “Original notifications and follow-up notifications”;
RASFF’de daha dnceden hig bildirimi olmayan bir gida maddesi, yem veya gida ile
temas eden materyalin bildirimini gosterir. Bu bildirim daha sonra “alert, information
veya border rejection notification” olarak smiflandirilir. “Rejected and withdrawn
notification”; orijinal bildirim RASFF’nin bir {iyesine gonderildikten sonra, bu

maddenin reddedilebilir veya geri ¢ekilebilir oldugu durumda yapilan bildirimdir
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(RASFF, 2015). Son 5 yilda orijinal bildirimlerin sayilar1 Cizelge 2.7’de
gosterilmistir (RASFF, 2015).

Cizelge 2.7 : Son 5 yillik RASFF orijinal bildirim sayilari.

Yil Alarm Sinirda Bilgilendirme Takip
reddetme
2011 617 1820 720 551
2012 523 1712 679 507
2013 584 1438 679 429
2014 725 1357 605 402
2015 750 1380 476 378
% azalma +3.4 +1.7 -21.3 -6.0

2015 yili RASFF yillik raporuna gore, Tiirkiye’ye OTA agisindan herhangi bir
bildirim yapilmamustir (RASFF, 2015).

2014 yili RASFF yillik raporuna gore, Tiirkiye’ye OTA agisindan herhangi bir
bildirim yapilmamistir (RASFF, 2014).

2013 yili RASFF yillik raporuna gore; 2004—2013 yillar1 arasinda gida ve yemlerdeki
mikotoksinlere yapilan bildirim sayilar1 Cizelge 2.8’de gosterilmistir (RASFF, 2013).

Cizelge 2.8 : Gida ve yemlerde mikotoksin bildirimleri.

Tehlike 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Aflatoksin 839 946 801 705 902 638 649 585 484 341
Deoxynivalenol
(DON) 10 4 3 2 11 4 8
Fumonisinler 14 2 15 9 2 1 3 4 4 7
Okratoksin A
(OTA) 27 42 54 30 20 27 34 35 32 54
Patulin - 6 7 - 3
Zearalenone - - 1 6 2 - - - 4
Toplam 880 996 878 760 933 669 688 635 528 410
mikotoksin

2013 yilinda OTA’da 54 tane bildirim alinmistir. Bu deger 2012’ye oranla yiiksektir.
54 bildirimin 31 tanesi “meyve—sebze” kategorisindeki ozellikle kuru incire aittir.
Tiirkiye’den kuru incir i¢in 13 bildirim; kurutulmus saraplik tiziim i¢in Tirkiye’den
3; Afganistan’dan 5; Ozbekistan’dan 4 ve Iran’dan 2 bildirim bulunmaktadir

(RASFF, 2013).
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2.5.6 OTA ig¢in limit degerler

OTA’nin, insan saghg tizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle gida maddelerinde
bulunmasi riskli olup, OTA gida maddelerinde belirlenmis olan limit degerlere

sahiptir. Bu degerler ulusal ve uluslararasi kuruluslar tarafindan belirlenmektedir.

Uluslararast bir kurulus olan European Commission’a gore; gidalarda bulunan
OTA’nin ¢ocuklar ve bebekler i¢cin maksimum limiti; 0,5 pg/kg olarak belirlenmistir

(European Commission, 2010).

Codex Alimentarius standartlarma gore; gidalarda bulunan OTA igin maksimum

limit degerler Cizelge 2.9°da gosterilmistir (Codex Alimentarius, 2013).

Cizelge 2.9 : Gidalarda OTA i¢in maksimum limit degerler.

Gida Tipi Maksimum Limit (ug/kg)
Bugday 5
Cavdar 5
Arpa 5

Ulusal olarak OTA igin limit degerler, Tirk Gida Kodeksi Bulasanlar
Yonetmeligi’nde belirtilmistir. Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi’nde OTA
icin belirlenen maksimum limitler Cizelge 2.10°da gosterilmistir (TGK, 2011).

Cizelge 2.10 : TGK’ye gére OTA maksimum limitleri.

Gida Tipi OTA igin maksimum limit (pg/kg)
Islenmemis tahillar 5,0
Islenmemis tahildan elde edilen tiim iiriinler (dogrudan insan 30
titkketimine sunulan tahillar ve islenmis tahil tirtinleri dahil) !
Kurutulmus asma meyveleri (kus tiziimii, kuru tiziim ve
. S 10,0
¢ekirdeksiz liziim)
Kavrulmus kahve ¢ekirdegi ve dgiitiilmiis kahve 5,0
Kahve ekstrakti, ¢oziinebilir kahve ekstrakti veya ¢oziinebilir 10.0
kahve '
Sarap ve meyve saraplar1 (kopiiklii sarap/sampanya dahil, likor 20
saraplart ve hacmen alkol miktar1 en az %15 olan saraplar haric) !
Aromatize sarap, aromatize sarap bazli icki ve aromatize sarap 20
kokteyli '
Uziim suyu, konsantreden iiretilen iiziim suyu, iiziim nektari,
liziim siras1 ve konsantreden iiretilen {iziim sirasi (dogrudan insan 2,0
tilketimine sunulan)
Bebek ve kiigiik ¢ocuk ek gidalari 0,5
Bebekler i¢in 6zel tibbi amach diyet gidalar 0,5
Karabiber (Piper spp.) (Bunlarin meyveleri, akbiber ve karabiber
dahil)
Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)
Zencefil (Zingiber officinale) 15.0
Zerdegal (Curcuma longa) '
Kirmizibiber (Capsicum spp.) (Bunlarin kurutulmus meyveleri,
tiim ve ogiitiilmiis halleri dahil)
Bu satirda belirtilen baharatin bir tanesini i¢eren karigim baharat
Meyan kokii (Glycyrrhiza glabra, G.inflate ve diger tiirler) 20,0
Meyan kokii (bitkisel inflizyon bileseni olarak kullanilanlar) 20,0
Meyan kokii ekstrakti (6zellikle alkolsiiz igecek ve sekerleme
I 80,0
tiretiminde kullanilan)
Bugday gluteni (Tiiketiciye dogrudan satilmayan) 8,0
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2.6 Kromatografi ve HPLC Hakkinda Genel Bilgiler

Bu bolimde; giris, kromatografinin ortaya ¢ikisi, kromatografik tekniklerin

siniflandirilmast ve HPLC hakkinda genel bilgiler konularindan bahsedilecektir.

Kromatografi, kompleks karisimlardaki kimyasal bilesenlerin  ayrilmasi,
tanimlanmasi ve tayini i¢in siklikla kullanilan analitik bir metottur. Bagka bir tanimla
kromatografi, gaz veya sivi haldeki bir hareketli fazda bulunan karisimdaki
bilesenlerin, durgun fazdan gecis hizlarina bagli olarak ayrildiklar1 bir teknik
seklinde de tanimlanabilir. Cok degisik sistem ve teknige uygulandigi icin,
kromatografi teriminin tam bir tanimmi yapmak zordur. Ancak, bu metotlarin
timiinde ortak olarak bir “durgun faz” ve bir de “hareketli faz” bulunmaktadir.
Kromatografide, bir kolon i¢inde veya diiz bir yiizeyde tutturulmus faza durgun
(sabit faz) denir (Skoog ve dig, 1999). Sabit faz (stationary phase), mobil faz
icerisinde gelen Ornege ait bilesenlerin etkilesime girdikleri ve belirli Olclide
alikonulduklar1 faz olarak da tanimlanabilir. Kromatografi metodu i¢in tasarlanmis
ve degisik materyallerden cesitli ebatlarda tretilerek “kolon” olarak adlandirilan
sabit fazlar bulunmaktadir (Kiling, 2010). Kromatografide durgun fazin {izerinden
veya arasindan gegen ve analiti de igeren faza hareketli (mobil) faz ad1 verilir (Skoog
ve dig, 1999). Mobil faz (mobile phase); ornek bilesenlerini, kolon (sabit faz)
boyunca tastyan, gesitli fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip ¢ozelti veya ¢oziicl
karisimlaridir. Analizde kullanilacak mobil fazin se¢iminde, analizi yapilacak 6érnek
madde bilesenlerinin 6zellikleri, kullanilacak sabit faz, dedektor ozellikleri gibi
pekeok noktaya dikkat edilmektedir (Kiling, 2010). Akis halinde gaz veya sivi bir
fazla birlikte karisimdaki bilesenler, durgun (sabit) faz {zerinden gegirilir;
bilesenlerin gecis hizlarma bagli olarak ayrim gergeklesir (Skoog ve dig, 1999).
Kromatografide, mobil fazin iginde yer alan bilesenler, sabit faza ait dolgu
maddesiyle etkilesim olmasi nedeniyle bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, bilesenlere
gore farklilik gosterdigi i¢in bilesenler sabit fazin sonlarmma dogru farkli hizlarda
ilerleyerek birbirinden ayrilmis olurlar. Boylece sabit fazdan ¢ikan bilesenlerin
derilimleri uygun bir bicimde 6l¢iilerek zamana veya mobil fazin kullanilan hacmine
kars1 y-ekseninde belirtilerek “kromatogram” adi verilen grafikler elde edilmektedir

(Kiling, 2010).

35



Kromatografide alikonma ve alikonma siiresi olmak iizere iki O6nemli kavram
bulunmaktadir. Mobil faz i¢inde, analizi yapilacak maddenin bilesenlerinin sabit faz
ile etkilesime girerek belirli bir oranda tutulmasi, bir bagka deyisle yavaslatilmasi ve
sonug olarak bilesenin sabit faz1 daha gec terk etmesi olaymna “alikonma (retention)”;
alikonma 6zelligi kullanilarak belirli sabit deneysel kosullar altinda, analizi yapilan
maddenin sabit fazi terketmesi ve dedektore ulagmasi igin gegen siireye ise
“alikonma siiresi (retention time—t;)” denilmektedir. Alikonma siiresi, her kimyasal

madde i¢in parmak izi niteligindedir (Kiling, 2010).

2.6.1 Kromatografinin ortaya cikisi

Kromatografinin gelisimi ilk olarak 1800’lii yillara dayanmaktadir. 1855 yilinda
Alman kimyact Friedrich Ferdinand Runge; boyalarn taninmasinda reaktif
emdirilmis filtre kagidi kullanimini o6nermistir. 1860 yilinda Christian Friedrich
Schonbein ve 0Ogrencisi Friedrich Goppelsroeder maddelerin filtre kagidinda
cozgenle farkli hizlarda siiriikklendigine dair ¢aligmalar yapmislardir (Kiling, 2010).
Kromatografi, 21. yilizyilin baslarinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett, tarafindan
bulunmustur. Tswett, ¢ozeltileri ince boyutta kalsiyum karbonat (CaCO3) iceren bir
kolondan gegirerek klorofil ve ksantofil gibi bitki pigmentlerini ayirmak igin
kromatografi teknigini kullanmistir. Ayrilmis bilesenler kolonda renkli bantlar
halinde goriilmeleri nedeniyle; Yunanca’da “renk” anlamma gelen “chroma” ve
“yazmak” anlamma gelen “graphein” sdzciiklerinin birlesiminden olusan
“kromatografi” soézcligii bu analitik metodun adi olarak kullanilmaya baglanmistir

(Skoog ve dig, 1999).

2.6.2 Kromatografik tekniklerin simiflandirilmasi

Kromatografik teknikler icin; c¢esitli kistaslara gore farkli smiflandirmalar
yapilmaktadir. Kromatografik teknikler; ayrilma mekanizmalarina gore, uygulama
bicimine gore, faz tiplerine gore siniflandirilmaktadir. Ayrilma mekanizmalarina
gore kromatografik teknikler; adsorpsiyon kromatografisi, partisyon kromatografisi,
iyon degistirme kromatografisi, jel filtrasyon (molekiiler eleme) kromatografisi, iyon
cifti kromatografisi ve afinite kromatografisi olmak tizere 6’ya ayrilir (Hacettepe,
ty.). Uygulama bi¢imine gore; diizlemsel kromatografi ve kolon kromatografisi
olarak iki baslikta degerlendirilir. Diizlemsel kromatografide ise, durgun (sabit) faz

diiz bir yiizeyde veya bir kagidin gozeneklerinde tutulur. Bu durumda, hareketli
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(mobil) faz, durgun (sabit) faz kilcal etki veya yercekimi etkisiyle hareket eder. Ince
tabaka kromatografisi (thin layer chromatography—TLC), kagit kromatografisi (paper
chromatography—PC) ve eclektromatografi teknikleri bu smifa girer. Kolon
kromatografisinde; durgun (sabit) faz dar bir boruda tutulur, hareketli (mobil) faz ise
yergekimi veya basing etkisiyle borudan gecirilir. Gaz kromatografisi (gas
chromatography—GC) ve yiiksek performansli sivi kromatografisi (high performance
liquid chromatography—HPLC) teknikleri bu grupta yer almaktadir (Skoog ve dig,
1999; Hacettepe, t.y.). Faz tiplerine gore kromatografi ise; sivi kromatografisi ve gaz
kromatografisi olarak ayrilmaktadir. Sivi kromatografisi, stvi—kati kromatografisi ve
stvi—sivi kromatografisi olarak; gaz kromatografisi, gaz—kat1 kromatografisi ve gaz—

sivi kromatografisi olarak alt basliklara ayrilmaktadir (Hacettepe, t.y.).

Bu tez c¢alismasinda OTA analizi i¢in HPLC teknigi kullanilmasi nedeniyle, yukarida
belirtilen tekniklerden HPLC teknigi hakkinda bilgi verilecektir.

2.6.3 HPLC teknigi hakkinda bilgiler

Sivi kromatografisi diizlemsel yilizeylere ve kolonlara uygulanabilen bir kromatografi
tiirtidiir (Hacettepe, t.y.). Durgun (sabit) faz ile hareketli (mobil) fazin polaritelerine
bagli, normal faz sivi kromatografisi ve ters faz sivi kromatografisi olmak tizere iki
tip kromatografi bulunmaktadir. Sivi kromatografi ile yapilan ilk g¢alismalarda
durgun (sabit) faz olarak trietilen glikol ve su gibi polaritesi yiiksek maddeler
kullanilmigtir. Hareketli (mobil) faz olarak ise hegzan veya i—propil eter gibi
polaritesi daha diisiik/nispeten apolar ¢oziiciiler kullanilmistir. Boyle o6zellikteki
kromatografi, normal faz kromatografi olarak adlandirilmaktadir. Ters—faz
kromatografide, durgun (sabit) faz apolar bir hidrokarbon; hareketli faz ise polar bir
coziicidiir. Normal faz kromatografide polaritesi en az olan bilesen kolondan ilk
cikar ve hareketli fazin polaritesi arttik¢a alikonma siiresi azalir. Ters—faz
kromatografide ise polaritesi en yiiksek olan bilesen kolondan ilk 6nce ¢ikar ve
hareketli fazin polaritesi yiikseldik¢e alikonma siiresi artar. HPLC ile yapilan
analizlerin ¢ogunlugu oktil— veya oktildesil siloksan bagli dolgu maddesi bulunduran
ters—faz kromatografi ile yapilmaktadir (Skoog ve dig, 1999). Ters—faz
kromatografisinin, normal faz kromatografisine gore bazi avantajlar1 bulunmaktadir.

Bu avantajlar asagida maddeler halinde belirtilmistir (Hacettepe, t.y.):
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v" Normal faz kromatografide, sivi fazin kontrolii ¢ok 6nemli olup, hareketli
(mobil) fazdaki kiigiik degisiklikler kromatogramda belirgin farkliliklar
olusturabilir.

v Ters faz kromatografide dengeye ulasma normal faz kromatografiye oranla

daha hizli gergeklesir.

v" Normal faz kromatografide polar maddelerin alikonmasi ¢ok yavastir ve

piklerin yayvanlagsmasina neden olur.
v’ Apolar ¢oziiciiler ¢ok pahalidir.
v’ Apolar ¢oziiciilerin nem almamasmin saglanmasi ¢ok zordur.

Siv1 kromatografisi yonteminin 6zel bir uygulamasi olan yiiksek performansl sivi
kromatografisi (high performance liquid chromatography—HPLC) yonteminde, sabit
faz olarak kullanilan dolgu maddelerinin tanecik boyutunun kiigiiltiilmesi sonucu
mobil fazla etkilesen sabit faz yiizey alani biiyiir ve bodylece kolonun etkinligi
arttirilmis olur. Cok siki olarak doldurulmus kolondan hareketli fazin belirli bir hizla
gecebilmesi i¢in basing uygulanmasi gereklidir. HPLC’de mobil faz, sabit faz igine
yiiksek basingla pompalanmaktadir (Hacettepe, t.y.). Bu nedenle bazi kaynaklarda
HPLC i¢in “High Pressure Liquid Chromatography” ismi de kullanilmaktadir
(Kiling, 2010).

HPLC tekniginin kullanimmin avantajlar1 asagida maddeler halinde belirtilmistir

(Hacettepe, t.y.):

v' HPLC kolonu tek kullanimlik degildir ve birdeb fazla kez
kullanilabilmektedir.

v" HPLC teknigi analistin beceri ve tecriibesine daha az bagmli olup,

tekrarlanabilirlik yiiksektir.
v" HPLC ile kantitatif analiz yapmak miimkiindiir.
V" Analiz siiresi kisadir.

v Yontemin duyarlihig: yiiksektir.

2.6.3.1 HPLC cihazinin bilesenleri

Standart bir HPLC cihazmin donanim sirasiyla; pompa, enjektor, kolon (sabit faz)

ve dedektor olmak iizere 4 temel bilesenden olusmaktadir. Giincel analizlerde bu
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donanima ek olarak gaz uzaklastiric1 (online degasser), kolon firmi (column oven),
otomatik Ornekleyici (autosampler), fraksiyon toplayict (fraction collector) vb. ara

iiniteler de ilave edilebilmektedir (Kiling, 2010).

Sekil 2.4’te standart bir HPLC cihazinin bilesenleri gosterilmistir (Kiling, 2010).

ATIK
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Sekil 2.4 : Standart bir HPLC cihazinin bilegenleri.
Pompa

HPLC cihazinin ilk bileseni pompadir. HPLC donaniminda yer alan pompalama
sistemleri; akis hizina gore, pompanin yapiminda kullanilan malzemeye gore ve
pompanm mobil fazi iletme mekanizmasina gore olmak tizere 3 farkli sekilde
siiflandirilmaktadir. Akis hizima gore; mikro hacim pompa sistemleri (microbore
pumping systems), standart hacim pompa sistemleri (standart bore pumping systems)
ve preparatif pompa sistemleri (preparative pumping systems) olarak ayrilir. Mikro
hacim pompa sistemleri, i¢ ¢ap1 2 mm’ye kadar olan kolonlar i¢in kullanilir ve 1-250
ul/dakika araliginda akis hizi saglarlar. Standart hacim pompa sistemleri; analitik
HPLC uygulamalarinda en sik kullanilan pompa sistemi olup 100uL—10 mL/dakika
araliginda akis hizi saglarlar. Yar1 preparatif HPLC uygulamalarinda i¢ c¢apr 12
mm’ye kadar olan kolonlar i¢in tercih edilirler. Preparatif pompa sistemleri analitik
HPLC uygulamalarinin disindaki ¢aligma alanlarinda (biiyiik haicmde saflastirma ve
ayirma) kullanilir ve 10 mL/dakika’dan biiyiik akis hiz1 saglarlar. Pompanin yapildig:
malzemeye gore metalik ve ametalik olarak ayrilir. En ¢ok tercih edilen metalik
malzeme, mekanik dayanikliligi, asinma direnci ve iyi termal stabilitesi nedeniyle
316 paslanmaz ¢eliktir. Bir diger metal alternatifi ise titanyumdur. Mekanik

dayaniklilik 6zellikleri 316 paslanmaz ¢elige benzemekle birlikte, asinma direnci ve
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kimyasallara karst inertligi daha fazladir. Ametalik pompalar arasinda;
polietiletilketon (PEEK), politetrafloroetilen (TEFLON) ve seramik materyaller
tercih edilmektedir. Mobil faz iletme mekanizmasina gore; siringa tipi pompalar ve
pistonlu pompalar olarak 2’ye ayrilir. Siringa tipi pompalar; ¢ok kullanimamakla
birlikte akis hizinin 100 pl/dakika’dan daha az oldugu uygulamalarda (6rnek:
kapiler s1vi kromatografisi uygulamalari) tercih edilmektedirler. 10-50 mL hacminde
bir siringaya pistonun elektrik motoruyla ittirilmesiyle akis saglanmaktadir. Pistonlu
pompalar; modern HPLC donaniminin standart parcasidir. Yapist iki kisim hareketli
parcadan olusur. Bunlar, ¢ozeltinin pompalanirken geri kagmasini engelleyen vana

sistemleri ve pistonlardir (Kiling, 2010).
Enjektor

HPLC donanimmin ikinci bileseni enjektordiir. Enjektor analizlenecek 6rnegin sabit
faz (kolon) oOncesinde mobil faza enjekte edilmesi i¢in kullanilir. Sahip oldugu
sarmal (loop) sayesinde insan faktoriinden kaynaklanan enjeksiyon hacmi hata orani
stfira indirilmistir. Elle kumanda edilen manuel ve bilgisayar kumandali otomatik
enjektorler (otomatik drnekleyici—autosampler) olmak iizere 2 ¢esidi bulunmaktadir.
Manuel enjektorde; 6rnegin enjekte edilebilmesi i¢in enjektér once ylikleme (load)
pozisyonuna getirilerek ornek, istege gore secilebilen sabit hacimli, loop igerisine
doldurulur. Daha sonra enjektoriin kolu enjeksiyon (inject) pozisyonuna getirilerek
ornek mobil faz igerisine enjekte edilmis olur. Otomatik enjektorde ise; XY ve
carousel olmak tizere iki tip mevcuttur. XY tipinde enjektor hareketli olup belirtilen
koordinatlara giderek ornegi sisesinden ¢ekmekte ve loop vasitasiyla mobil faza
enjekte etmektedir. Carousel tipinde ise ornekler donen, dairesel sekilli bir tastyici

vasitasiyla sabit bir enjektoriin altina tasinmaktadir (Kiling, 2010).
Kolon

Kompleks drneklerde, bilesenlerin birbirinden iyi ¢dziiniirliikle ayrimindan sorumlu
sabit fazdir. Kolon iiretiminde; 316 paslanmaz ¢elik, TEFLON, cam veya PEEK en
sik tercih edilen materyallerdir. Kullanilan malzemeler ¢ok ¢esitli olup; kullanilacak
mobil fazin ve uygulanacak HPLC metodunun o&zelliklerine ve analizi yapilacak
ornegin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore se¢ilmelidir. Segilecek kolonun HPLC
uygulamasinda kullanilacak akis hizi ve dolayisiyla olusacak basinca dayanikli

olmasina dikkat edilmelidir. Ticari olarak 3 temel kolon grubu mevcut olup,
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yapilacak se¢cimde bu kolonlar ile optimum olarak hangi grup kimyasal maddelerin
ayrimmin yapilabildigine dikkat edilmelidir. Ters faz kolonlar; apolar, ortapolar,
polar bilesikler, zayif asit ve bazlar, proteinler, peptidler, kuvvetli organik asit ve
bazlar i¢in daha uygundurlar. C18/RP18/ODS, Phenyl, C8, C4, C2, TMS bu grupta
yer alir. Normal faz kolonlar, genelde suda ¢oziinmeyen organik bilesikler, izomerler
icin daha uygundur. -CN, —NH,, -NO,, DIOL bu grupta yer alir. Iyon degistokus
kolonlari; bu tip kolonlardan —SO3H kuvvetli katyonlar i¢in, —NR3 kuvvetli anyonlar
icin, -COOH zay1f katyonlar i¢in ve son olarak —NR; ise zayif anyonlar i¢in daha

uygundur (Kiling, 2010).
Dedektor

HPLC donaniminda 4 temel bilesenden birisi olan dedektor, 6rnek bilesenlerini tayin
ederken fiziksel ozellige gruplandirilabilir. Dedektér donanimina ait genel 6zellikler
Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (International Union of Pure and
Applied Chemistry—lUPAC) tarafindan tanimlanan birimler (sicaklik araligi, basing,
akig hizi vb.) kullanilarak verilmektedir. UV/goriiniir bolge (UV/Vis) dedektori;
Lambert—Beer Kanunu’nu prensibine gore ¢alisir ve zamana karsi absorbans ol¢tliir.
Genellikle tek veya en fazla iki farkli dalga boyunda es zamanli Olglim
yapilabilmektedir. Ekonomik olmasi ve genis uygulama alanina sahip olmasi
nedeniyle en sik kullanilan dedektordiir. Buna ek olarak, bakim ve kullanimimin
kolay olmasi da tercih nedenlerindendir. Coklu fotodiyod dedektorii (Photodiode
Array-PDA); UV/Vis dedektorle ayni calisma prensibine sahiptir, yani zamana karsi
absorbans olgiiliir. Bu anlamda, UV/Vis dedektoriin gelistirilerek modifiye edilmis
versiyonudur. PDA dedektoriinde farkli olarak, tiim dalga boylarinda es zamanl ve
anlik spektrum alabilme 6zelligine sahiptir. Bu 6zelligi nedeniyle kromatogramda
yer alan tiim piklerin arzu edilen dalga boyu araligindaki spektrumlarmi da gdsteren
iic boyutlu kromatogramlara sahiptir ve bu sayede kompleks orneklerde pik
teshislerinin daha saglikli sekilde yapilabilmesine olanak saglar. Floresans
(fluorescence) dedektorii; belirli dalga boyunda uyarilan maddelerin temel hale
donerken yaydig: floresans emisyonunun dl¢iimii zamana karsi yapilmaktadir. Kisith
sayida madde grubuna uygulanabilir. Tayin smir1 agisindan en hassas
dedektorlerdendir. Iletkenlik (conductivity) dedektérii; kondiiktometre ile benzer
prensipte calisan bu dedektérde iletkenlik (uS) monitorize edilerek tayinler

gerceklestirilmekte olup, sistem sicaklik degisimlerine karsi olduk¢a duyarhdir.
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Refraktif indeks (refractive index) dedektorii, analizlenecek madde tizerine yollanan

ve kirilan 15181 kirilma agis1 tizerinden tayin yapilmaktadir (Kiling, 2010).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Malzeme

Tez calismast kapsaminda, iki farkli kuru tiziim tiirii kullanilmistir. Kuru tiztimlerden
birincisi sar1 renkli Izmir kuru iiziimii; ikincisi ise siyah renkli Adiyaman kuru
iziimiidiir. Bu calismada kontrol besiortami olarak, Malt Extract Agar (MEA)
besiortami kullanilmistir. Kiif izolasyonu i¢cin MEA ve Dichloran Glycerol Agar

(DG18) besiortamlar1 kullanilmistir.

Calismada kullanilan kiif suslar1 ise; siyah kuru iiziimden ve sar1 kuru {iztimden izole
edilmis olan iki farkli siyah Aspergillus susudur. Suslardan birincisi A.niger ve

ikincisi A.carbonarius tiirlerine ait suslardir.

3.2 Yontem

Bu boliimde, tez caligmasina ait gergeklestirilen deneylerde uygulanan islem

basamaklar1 alt basliklara ayrilarak anlatilmistir.

3.2.1 Besiortamlarinin hazirlanmasi

Tez calismasinda; MEA, DGI18, siyah iiztim kullanilarak hazirlanan besiortami ve
sar1 Uzliim kullanilarak hazirlanan besiortami olmak tizere dort farkli besiortami
kullanilmistir. MEA besiortami hazirlanirken; erlenmayer igine gerekli miktarda
besiortami hassas terazide tartilarak eklendikten sonra, ilizerine gerekli miktarda
distile su eklemistir. MEA besiortaminin hazirlanmasinda kullanilan oran su
sekildedir: 1L distile suda 48 g besiortam tartilip ¢oziindiiriilmelidir. Besiortamina
su eklenmesi igleminin ardindan, besiortaminin suda tamamen ve homojen olarak
cozlinmesini saglamak icin mikrodalgada ¢oziindiirme islemi yapilmistir. Kopiirme
ve tagsmay1 engellemek amaciyla erlenmayer pamuk ile kapatilmistir. Coziinme
islemi, ¢6zelti berraklasincaya kadar stirdiiriilmistiir. Cozelti homojen olarak elde

edildikten sonra, MEA iceren erlenmayer iizerinde bulunan pamuk aliiminyum folyo
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ile kapatilmistir. Besiortam1 121°C’de 10 dakika siireyle otoklav edilmistir.
Besiortamlari, otoklav sonrasinda petrilere dokiiliip donmak iizere bekletilmistir.
DG18 besiortami hazirlanirken; erlenmayer icine gerekli miktarda besiortami hassas
terazide tartilarak eklendikten sonra, lizerine gerekli miktarda distile su eklenmistir.
DG18 besiortaminin hazirlanmasinda kullanilan oran su sekildedir: 1L distile suda
31.6 g DGI8 besiortami tartilip ¢oziindiiriilmelidir. Besiortamina su eklenmesi
isleminin ardindan, besiortammin suda tamamen ve homojen olarak ¢oziinmesini
saglamak i¢cin mikrodalgada ¢ozilindiirme islemi yapilmistir. 1L ¢ozeltiye 175 mL
oraninda gliserol eklenmistir. Kopiirme ve tagsmay1 engellemek amaciyla erlenmayer
pamuk ile kapatilmistir. Coziinme islemi, ¢ozelti berraklasincaya kadar
stirdiirilmiistiir. Cozelti homojen olarak elde edildikten sonra, MEA iceren
erlenmayer tizerinde bulunan pamuk aliiminyum folyo ile kapatilmistir. Besiortami
121°C’de 15 dakika siireyle otoklav edilmistir. Besiortamlari, otoklav sonrasinda
petrilere dokiiliip donmak tizere bekletilmistir. Siyah kuru tiziim ve sar1 kuru {izim
kullanilarak hazirlanan besiortamlart her iki kuru {iziim cinsi i¢in de ayni1 yontem
kullanilarak hazirlanmigtir (Mateo ve dig, 2009). 1L distile su i¢in 150 g kuru iiziim
ve 20 g agar agar, oranina uygun olarak kuru iiziimlii besiortamlar1 hazirlanmistir.
Kuru tliziimler ayr1 ayri tartilip iizerlerine distile su eklendikten sonra blender’da 2
dakika stireyle yiiksek hizda karistirilmistir. Elde edilen karisimlar beherlere alinip
iizerlerine %2 oraninda agar agar eklenmistir. Beherlere manyetik karistirici
atildiktan sonra elektrikli 1sitic1 (hot plate) iizerinde; 500 rpm hizinda, 100°C
sicaklikta, 45 dakika siireyle karistirilmistir. Karistirma tamamlandiktan sonra,
manyetik  karistirict  uzaklastirilmistir.  Besiortamlar1t  slizgeg  yardimiyla
erlenmayerlere siiziilmiistiir. Erlenmayerler, koplirme ve tasmayr engellemek
amaciyla, pamuk ve aliiminyum folyo ile kapatilmistir. Besiortamlari, 115°C’de 30
dakika siireyle otoklav edilmistir. Otoklav sonrasi besiortamlar1 petrilere dokiiliip

donmasi beklenmistir.

3.2.2 Siyah Aspergillus suslarinin izolasyonu

MEA besiortami ve DG18 besiortami hazirlanip otoklav edildikten sonra steril
petrilere besiortamlari dokiilmiistiir. Besiortamlar1 petrilerde donmasi beklendigi
sirada, diliisyonlar hazirlanmigtir. Diliisyonlarin hazirlanmasinda kullanilan peptonlu
su; 1 g pepton, 8.5 g NaCl ve 1L distile su formiilasyonuna gore hazirlanmistir.

Peptonlu su ¢ozeltisinden herbir deney tlipiinde 9 mL solvent olacak sekilde peptonlu
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su deney tiliplerine paylastirilmistir. 25 g sar1 kuru iizim 6rnegi ve 25 g siyah kuru
iizlim 6rnegi, alevin yaninda Stomacher posetlerinin icinde tartilip herbirinin iizerine
ayrt ayrt 225 mL peptonlu su ¢ozeltisi eklenmistir. Stomacher posetlerinin agzi
kapatilip 120 saniye boyunca Stomacher cihazinda ¢alkalanmistir. Bunun sonucunda
—1 numarali dilisyon hazir olmustur. —1 numarali dilisyondan 1 mL alinip, 9 mL
peptonlu su igeren deney tlpiine aktarilmistir. Bu siispansiyon, vortex cihazi
kullanilarak karistirilmistir. Bu islem sonucunda —2 numarali diliisyon hazir
olmustur. —2 numarali diliisyondan 1 mL alinip, 9 mL peptonlu su igeren deney
tiipline aktarilmistir. Bu siispansiyon, vortex cihazi kullanilarak karistirilmistir. Bu
islem sonucunda —3 numarali diliisyon hazir olmustur. —3 numarali diliisyondan 1
mL alinip, 9 mL peptonlu su igeren deney tiipiine aktarilmistir. Bu siispansiyon,
vortex cihazi kullanilarak karistirilmistir. Bu islem sonucunda —4 numaral diliisyon
hazir olmustur. Tim diliisyonlar hazirlandiktan sonra, yayma ekim yoOntemi
kullanilarak inokulasyon gergeklestirilmistir. Herbir diliisyondan 0.1 mL’ser alinip
besiortamlarma inokule edilmistir. Drigalski spatiilii kullanilarak tiim petrilerde
yayma islemi gergeklestirilmistir. Ayrica kuru liziimler dogrudan petrilere inkolue
edilmistir. Bu inokulasyon 1 petrinin 4 kdsesinde birer tane kuru {iziim tanesi olacak
sekilde gerceklestirilmistir. MEA besiortamina siyah {izimden hazirlanan
diliisyonlar; DG18 besiortamina sar1 iiziimden hazirlanan diliisyonlar inokule
edilmigtir. Tiim ekim islemleri tamamlandiktan sonra, tim petriler 25°C’de 7 giin
siireyle etiivde inkubasyona birakilmistir. Inkubasyon sonrasi petrilerden 6rnek spor
alinip, tek koloni elde etmek igin tekrar ekim yapilip 25°C’de 5 giin siireyle etiivde
inkubasyona birakilmistir. Ikinci inkubasyon sonrasinda kiiflerin identifikasyonu
yapilmistir. Bu identifikasyon sonucunda DG18 besiortamima inokule edilen sari
kuru tiziimden izole edilen kiif tiirii A.niger olarak; MEA besiortamina inokule edilen

siyah kuru tiziimden izole edilen kiif tiirii A.carbonarius olarak identifiye edilmistir.

3.2.3 Kiif spor siispansiyonunun hazirlanmasi

Kiif spor siispansiyonunun hazirlanmast i¢in Tween 80 c¢dozeltisi hazirlanmistir.
Tween 80 ¢ozeltisinin formiilasyonu; 8.5 g tuz, 1 g pepton, 1 mL Tween 80 ve 1L
distile su seklindedir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan kuru tiziimlerden izole edilmis
olan A.niger ve A.carbonarius suslart MEA yatik agar besiortamima 6ze yardimiyla
stirme ekim yontemi kullanilarak alinmustir. 7 giinliik inkubasyon sonunda, kiif

sporlar1 yatik agardan alinip Tween 80 c¢ozeltisine asilanmistir. Bu ¢ozeltide kiif
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sporlarinin homojen dagilimini saglamak igin vortex kullanilmistir. Otomatik pipet
kullanilarak ¢ozeltiden 30 pL 6rnek alinip Thoma lamima aktarilmistir. Thoma lami
iizerine lamel kapatilip, Thoma lam1 mikroskoba konularak spor sayimi yapilmistir.
Mikroskopta sayim yapilirken; mikroskop 1s1k siddeti ayar1 4x ve objektif ayart 10x
olacak sekilde goriintiiniin yeri bulunduktan sonra; sayim yapilirken 1s1k siddeti 40x
olacak sekilde ayarlanmustir. Kiif spor siispansiyonundaki spor sayis1 10° spor/mL

olacak sekilde ayarlanmustir.

3.2.4 inokulasyon, inkubasyon ve érneklerin hazirlanmasi

Konsantrasyonu 10° spor/mL’ye ayarlanmis olan kiif spor siispansiyonundan
otomatik pipet yardimiyla 2 pL. besiortamlarina inokule edilmistir. Ekim islemi
tamamlandiktan sonra, tiim petriler 25°C’de 10 giin siireyle etiivde inkube edilmistir.
10 giinliik periyot boyunca her giin besiortaminin kiif kolonisi icermeyen, koloninin
alt bolgesine denk gelen 3 nokta almarak érnekler, daha 6nceden 121°C’de 15 dakika

stireyle otoklavda steril edilmis viallere aktarilmistir.

3.2.5 HPLC analizi icin gerekli solventlerin, 6rneklerin hazirlanmas1 ve HPLC

Ol¢ctimleri

HPLC cihazinda OTA analizi yapmak ic¢in kullanilmasi gereken mobil faz;
asetonitril:distile su: asetik asit mobil fazidir. Mobil faz; asetonitril:distile su:asetik
asit (99 mL: 99 mL: 2 mL, v/v/v) oranina uygun olarak hazirlanmistir. Mobil faz
¢oOzeltisinin karisimi hazirlandiktan sonra siizme islemi gerceklestirilmistir. Sartolon
25006-47-N (0.45 pum) filtre kagidi1 kullanilarak, nuge erleninde siizme yapilmistir.
Nuge erlenine trompun hortumu baglandiktan sonra erlenin iizerine nuge hunisi ve
stizgec kagidi yerlestirilmistir. Tromp calistirilip vakum yapildiktan sonra, mobil faz
nuce erleninden siliziilmiistiir. Stizme islemi sonrasinda, mobil faz ultrasonik su
banyosunda 2 dakika siireyle degassing isleminden geg¢irilmistir. Bui slemin amaci
cOzeltideki hava kabarciklarini uzaklastirarak kolonda olusabilecek analiz hatasini

engellemektir.

Kolondaki safsizliklar1 giderebilmek i¢in metanol:distile su ¢ozeltisi kullanilir. Bu
cozelti metanol: distile su (70 mL: 30 mL, v/v) oranina uygun olarak hazirlanmistir.
Orneklerin HPLC’de OTA 6lgiimii igin hazirlanmasinda kullanilan ekstraksiyon

solventi metanol: distile su (75 mL: 25 mL, v/v) oranina uygun olarak hazirlanmistir.
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HPLC cihazinda OTA analizi yapilirken, kalibrasyon grafiginin olusturulabilmesi
icin 6 farkli konsantrasyonda OTA standart cozeltileri hazirlanmistir. Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan OTA standart ¢ozeltilerinin konsantrasyonlarina ait
degerler Cizelge 3.1°de gosterilmistir. Caligmada kullanilan OTA standardi, Supelco
marka, benzen:asetik asit (99:1, v/v) icindeki, 50 pg/mL konsantrasyonlu OTA

standardidir.

Cizelge 3.1 : Farkli konsantrasyonlarda OTA standart ¢ozeltileri.

Standart konsantrasyonu: 50 ng/mL

Cozelti konsantrasyonu Standarttan alinan [lave solvent (asetonitril:distile
(ng/mL) miktar (ulL) su:asetik asit) (uL)
30 3 4997
20 2 4998
10 1 4999
8 0.8 5000
5 0.5 5000
2 0.2 5000

Steril vialler iginde bulunan herbir 6rnegin ilizerine ayr1 ayr1 750 pL ekstraksiyon
solventi (metanol:distile su) eklenmistir. Tiim vialler 30 saniye silireyle vortex
cihazinda karistirilmistir. Vortex cihazinda karistirma islemi sonrasi tiim vialler
mekanik calkalayicida 50 dakika siireyle calkalanmistir. Mekanik calkalayicidaki
islem sonrasi tim viallerde bulunan 6rneklere filtrasyon islemi uygulanarak kati
partikiiller uzaklastirilmistir. Tiim 6rnekler HPLC cihazma enjekte edilmek tizere

hazirlanmuistir.

HPLC cihazinda 6rnek Olglimlerine baslamadan 6nce modiiller agildiktan sonra akis
hiz1 5 mL/dakika olacak sekilde 5 dakika boyunca purge islemi yapilmistir. Bu islem
sonunda akis hizi 1 mL/dakika olacak seklide ayarlanmistir. Mobil faz, spektrum
cizgisi (baseline) diizlesinceye kadar kolondan gecirildikten sonra orneklerin
analizlerine baslanmistir. ilk olarak standart c¢ozeltilerinden herhangi bir tanesi
cihaza enjekte edilip alikonma siiresi belirlenmistir. Bu deger kalibrasyon grafigi
alaninda bulunan alikonma siiresi hanesine kaydedilmistir. OTA analizi i¢in kolonda
alikonma siiresi yaklasik olarak 11 dakika olarak belirlenmistir. Herbir enjeksiyon
icin 20 pL 6rnek kullanilmistir. HPLC ile OTA analizi dortlii ¢ézgen dagitim sistemi,
20 pL’lik dongii iceren Rheodyne enjeksiyon sistemi, fluoresans dedektor (Aex=333
nm; Aem=460 nm; sicaklik: 30°C), degasser {initesi i¢ceren Agilent 1100 Series HPLC
sistemi kullanilarak gercgeklestirilmistir. OTA ayrimi, 30°C sicaklikta ODS-C18
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Hypersil 250 mmx4.6 mm, 5 um partikiil capl ters faz kolonda 1 mL/dakika akis
hizinda gerceklestirilmistir. Tiim 6rneklere ait kromatogramlar, alikonma siireleri ve

OTA miktarlar1 belirlenmistir.

3.2.6 pH degerlerinin dl¢iimii

Konsantrasyonu 10° spor/mL’ye ayarlanmus olan kiif spor siispansiyonundan
otomatik pipet yardimiyla 2 pL besiortamlarma inokule edilmistir. Ekim islemi
tamamlandiktan sonra, tiim petriler 25°C’de 10 giin siireyle etiivde inkube edilmistir.
10 giinlik periyot boyunca her giin besiortaminin kiif kolonisi icermeyen ve
besiortamimin alt bolgesinden HPLC analizi i¢in alinan 3 nokta 6rneklerin haricinde
kalan tiim besiortamlar1 pH degerlerinin Ol¢limii i¢in kullanilmistir. Besiortamlari
spatiil yardimiyla 25 mL’lik beherlere alinip, mikrodalgada besiortami sivi faza
gecirilmistir. Besiortami katilasmadan bir siire sogutulmustur. Bu siire i¢inde pH-
metrenin probunun ucu distile su ile temizlenmistir. Daha sonra pH-metre probu
behere daldirilarak besiortamlarinin pH degerleri kaydedilmistir. pH 6l¢limii, pH-
metrenin okudugu deger sabitleninceye kadar beklendikten sonra; sabitlenmis olan
deger, okunan oOrnegin pH degeri olarak kaydedilmistir. 10 giinliik inkubasyon

periyodu boyunca, her giin 6rneklerin pH degeri 6lgimleri yapilmistir.

3.2.7 Kiif gelisim hizlarinin 6l¢iimii

Konsantrasyonu 10° spor/mL’ye ayarlanmis olan her iki susa ait (A.niger ve
A.carbonarius) kiif spor siispansiyonlarindan otomatik pipet yardimiyla 2 uL, MEA
besiortamlarma inokule edilmistir. Ekim islemleri tamamlandiktan sonra petriler
25°C ve 30°C olmak tizere iki farkli sicaklik degerinde 10 giinliik siireyle etiivde
inkubasyona birakilmistir. Bu 10 giinliik periyot boyunca her giin diizenli olarak
petrilerdeki kiif koloni ¢ap1 degerleri cetvel yardimiyla 6l¢iiliip, elde edilen degerler
kaydedilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Kiif Spor Siispansiyonunun Hazirlanmasi ve Spor Sayimi

Malzeme—yontem boliimiinde anlatildigi  gibi, kif spor siispansiyonunun
hazirlanmasinda Thoma laminda sayim yapilmigtir. Thoma laminda sayim
yapilirken; mikroskopta goriintiiniin yerinin bulunmasinda 1s1k siddeti 4x ve objektif
10x olacak sekilde ayarlanip; goOriinti bulunduktan sonra, kiif sporu sayim
asamasinda 1s1k siddeti 40x olarak kullanilmistir. Thoma lami iizerine hazirlanmis
olan 30 pL’lik 6rnekteki spor sayisi bulunurken; Sekil 4.1°de gdsterilen Thoma
laminda sayim yapilan bdlgelere ait sablonda numaralandirilan bolgeler, numara

sirastyla sayim yapilmastir.

Sekil 4.1: Thoma lam1 sayiminda sayim yapilan bolgeler.

Sayim yapilan herbir bdlgedeki spor sayisi belirlendikten sonra denklem 4.1 ile

gosterilen formiil kullanilarak spor siispansiyonunun konsantrasyonu belirlenmistir.

(8 karedeki toplam spor sayisix2) x10* = spor sayisy/mL (4.1)
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Sekil 4.1 ile gosterilen sablonda 8§ kare bolgesi sayildiktan sonra bulunan deger 2 ile
carpilarak, sayllmamis karelerden gelen spor sayisi da hesaplanmis olur. Elde edilen
sonug degeri, 10* ile ¢arpilarak 1 mL’deki spor sayisi bulunmustur. (8 karedeki
toplam spor sayisix2) ile bulunan deger, 0.1 mm®liikk érnekteki kiif sporu sayisini
gosterdigi iin, 1 mL’deki spor sayisini bulmak amaciyla 10* ile garpilmistir. Thoma
laminda sayim sonucunda 8 karedeki toplam kiif sporu sayisi, A.niger susu igin, 261

ve A.carbonarius igin 355 olarak bulunmustur. Denklem 4.1 kullanilarak;
(261x2)x10* = 522x 10" spor/mL ~ 5x 10° spor/mL olarak hesaplanmustir.
(355x2)x10* = 710x10* spor/mL ~ 7x10° spor/mL olarak hesaplanmustir.

Tez galigmasinda kullanilmak iizere hazirlanmis olan kiif spor siispansiyonlarindan;
A.niger susu icin konsantrasyon 5x10° spor/mL ve A.carbonarius 7x10° spor/mL
olarak ayarlanmistir. Konsantrasyonu ayarlanmis olan spor siispansiyonlari
inokulasyon 6ncesi vortxlendikten sonra herbir petriye 2 pL. 6rnek gelecek sekilde

inokule edilmistir.

4.2 HPLC’de OTA Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

HPLC cihazinda OTA analizi yapilmadan once 50 ng/mL standart ¢ozeltisi
kullanilarak 6 farkli konsantrasyonda standart c¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu
cozeltilerin konsantrasyonlar1 2 ng/mL, 5 ng/mL, 8 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL ve
30 ng/mL olarak belirlenmistir. Bu konsantrasyonlarin hazirlanmasi i¢in gerekli
standart ¢ozelti ve solvent miktarlarinin belirlenmesine ait hesaplamalar asagida

belirtilmistir:
Standart ¢ozelti 1: 2 ng/mL konsantrasyon igin;

OTA standart ¢ozeltisinin konsantrasyonu: 50 pg/mL, eklenecek solvent miktari
5SmL=5000 pL ve 2 ng/mL konsantrasyon elde etmek icin kullanilacak standart

miktar1 a; olmak {izere;

50 50x103n 50x103n a; uL
1y _ g - g Gk
mL mL mL 5000uL

=2ng/mL = a;=0.2puL

Konsantrasyonu 2 ng/mL olan OTA standart ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 0.2 pL

standart lizerine, 5000 puL solvent eklenmistir.

Standart ¢ozelti 2: 5 ng/mL konsantrasyon igin;
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OTA standart ¢ozeltisinin konsantrasyonu: 50 pg/mL, eklenecek solvent miktar1
5mL=5000 pL ve 5 ng/mL konsantrasyon elde etmek icin kullanilacak standart

miktar1 a, olmak iizere;

50 ug _ 50x103ng N 50x103ng 5 22 uL
mL mL mL 5000uL

=5ng/mL = a,=05uL
Konsantrasyonu 5 ng/mL olan OTA standart ¢ozeltisini hazirlamak igin 0.5 pL
standart lizerine, 5000 uL solvent eklenmistir.

Standart ¢ozelti 3: 8 ng/mL konsantrasyon i¢in;

OTA standart ¢ozeltisinin konsantrasyonu: 50 pug/mL, eklenecek solvent miktari
5ml=5000 uL ve 8 ng/mL konsantrasyon elde etmek igin kullanilacak standart

miktar1 az olmak tizere;

50 ug _ 50x103ng N 50x103ng 5 3 uL
mL mL mL 5000uL

=8ng/mL = az3=0.8 uL

Konsantrasyonu 8 ng/mL olan OTA standart ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 0.8 pL

standart tizerine, 5000 pL solvent eklenmistir.
Standart ¢ozelti 4: 10 ng/mL konsantrasyon igin;

OTA standart ¢ozeltisinin konsantrasyonu: 50 ug/mL, eklenecek solvent miktari
4.999 mL=4999 uL ve 10 ng/mL konsantrasyon elde etmek icin kullanilacak standart

miktar1 a4 olmak tizere;

50 ug _ 50x103ng N 50x103ng o uL
mL mL mL 5000uL

=10ng/mL = a;=1uL
Konsantrasyonu 10 ng/mL olan OTA standart ¢ozeltisini hazirlamak igin 1 pL
standart tizerine, 4999 uL solvent eklenmistir.

Standart ¢ozelti 5: 20 ng/mL konsantrasyon i¢in;

OTA standart ¢ozeltisinin konsantrasyonu: 50 pg/mL, eklenecek solvent miktar1
4.998 mL=4998 uL ve 20 ng/mL konsantrasyon elde etmek i¢in kullanilacak standart

miktar1 as olmak {izere;

50 50x103n 50x103n as uL
1y _ g - g sk
mL mL mL 5000uL

=20ng/mL = as=2uL

Konsantrasyonu 20 ng/mL olan OTA standart ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 2 pL

standart lizerine, 4998 puL solvent eklenmistir.
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Standart ¢ozelti 6: 30 ng/mL konsantrasyon i¢in;

OTA standart ¢ozeltisinin konsantrasyonu: 50 pg/mL, eklenecek solvent miktar1
4.997 mL=4997 uL ve 30 ng/mL konsantrasyon elde etmek i¢in kullanilacak standart

miktar1 ag olmak fiizere;

50 ug _ 50x103ng N 50x103ng s %6 UL
mL mL mL 5000uL

=30ng/mL = ag=3uL

Konsantrasyonu 30 ng/mL olan OTA standart ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 3 pL

standart iizerine, 4997 pL solvent eklenmistir.

Farkli konsantrasyonlarda OTA standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi sirasinda; OTA
standardindan ve {izerine eklenecek solventten kullanilacak miktarlar 3.boliimde

Cizelge 3.1°de toplu olarak gdsterilmistir.

4.3 HPLC’de OTA Analizi Sonuclan

4.3.1 HPLC kalibrasyon grafigi

HPLC cihazinda OTA analizi yapilirken; orneklerin okunmasindan once farkh
konsantrasyonlarda hazirlanan OTA standart ¢ozeltileri okunarak kalibrasyon grafigi
olusturulmustur. HPLC cihazinda OTA analizine ait olusturulan kalibrasyon grafigi

Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Calibration Curve

OTA, FLD1 A
Area = 2.35736002%Amt -1.621648

-|Rel. Rest%(B): 139.100

0- Corelation: 0.93985

X )
0 5 10 18 20 25 Amaunt{ng/mL]

Sekil 4.2: HPLC OTA analizine ait kalibrasyon grafigi.
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Sekil 4.2°de gosterilen kalibrasyon grafigine ait R? degeri, R?=0.98985’tir.
Kalibrasyon grafigi ¢izilirken kullanilan miktar ve alan degerleri Cizelge 4.1°de

gosterilmigtir.

Cizelge 4.1 : HPLC OTA analizi kalibrasyon grafigi verileri.

Miktar (ng/mL) Alan
2 7.396
5 8.899
8 14.616
10 20.550
20 40.351
30 73.640

4.3.2 HPLC grafikleri

A.niger ve A.carbonarius suslarimin MEA besiortami, sar1 kuru tizim kullanilarak
olusturulan besiortami ve siyah kuru {iziim kullanilarak olusturulan besiortami olmak
iizere 3 farkli besiortaminda 10 giinliik inkubasyonu sonucunda HPLC’de OTA
analizine hazirlanan tim Ornekler HPLC cihazinda analizlenmistir. Elde edilen

kromatogramlardan OTA miktarlar1 hesaplamasi yapilmuistir.

4.3.3 LOD ve LOQ hesaplamasi

HPLC cihazinda ol¢iimlerin hassasiyetini belirlemek i¢cin LOD (limit of detection—
tespit limiti) ve LOQ (limit of quantification—tayin limiti) degerleri hesaplanmustir.
Bu degerlerin hesaplanmasi i¢in 0.2 ng/mL konsantrasyonda OTA standart
¢oOzeltisinin 3 kez cihazda okumasi yapilmistir. Bu okumalara karsilik gelen miktar

verileri Cizelge 4.2°de gosterilmistir

Cizelge 4.2 : LOD ve LOQ degerleri i¢in gerekli veriler.

Okuma sayis1 OTA standart Cihazda okunan deger
konsantrasyounu (ng/mL) (ng/mL)
1 0.2 0.3825
2 0.2 0.2858
3 0.2 0.1785

HPLC cihazinda okunan bu degerler kullanilarak LOD ve LOQ degerleri
hesaplanmistir. LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan formiiller

denklem 4.2, denklem 4.3 denklem 4.4 ve denklem 4.5 ile gosterilmistir.

Populasyon Ortalamasi: p = % 4.2)
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N (x.—1)2
Standart sapma: 6 = /MT‘”) (4.3)

Limit of Detection (LOD): LOD = p+ 36 (4.4)
Limit of Quantification (LOQ): LOQ = p + 56 (4.5)
Yukarida belirtilen denklemler kullanilarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmastir.

_0.382523+0.285803+0.178506
3

=0.282277

=0.0833

6 _\/(0.382523—0.282277)2+(0.285803—0.282277)2+(0.178506—0.282277)2
3

LOD = p+36 = (0.282277) + (3x0.0833)
LOD = 0.5321 olarak hesaplanmustir.
LOQ = ut+56 = (0.282277) + (5x0.0833)

LOQ = 0.6987 olarak hesaplanmustir.

4.3.4 HPLC’de orneklerde okunan OTA miktarlan

A.niger ve A.carbonarius suslarinn  OTA olusturma miktarlari HPLC’de
analizlenmistir. HPLC cihazinda herbir 6rnek i¢in okumalar tamamlandiktan sonra
elde edilen kromatogramlar degerlendirilmistir. Kromatogramlarda cihazin okudugu
degerlere ait gerekli hesaplamalar yapildiktan sonra, orneklerdeki OTA miktarlar1
belirlenmis olup; cizelgelere aktarilmistir. Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’te
A.carbonarius ve A.niger suslarmin orneklerine ait HPLC cihazinda okunan ve

hesaplanan OTA miktarlar1 belirtilmistir.

A.niger susunun sari kuru {izimden ve siyah kuru iiziimden elde edilen
besiortamlarinda OTA olusturmadigt ve MEA besiyerinde OTA olusturdugu

belirlenmistir.

A.carbonarius susunun ise MEA besiortaminda, sar1 kuru tiziimden ve siyah kuru
iizimden elde edilen besiortamlarmda OTA olusturdugu belirlenmistir.
A.carbonarius susunun orneklerine ait HPLC cihazinda okunan ve hesaplanan OTA

miktarlar1 Cizelge 4.3 te gosterilmistir.
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Cizelge 4.3 : A.carbonarius susunun 6rneklerine ait OTA miktarlari.

Ornek adi Okunan miktar Hesaplanan miktar
(ng/mL) (ng/mL)

MEA-A.carbonarius-1.giin 0.838 1.118
MEA-A.carbonarius - 2.giin 0.000 0.000
MEA -A.carbonarius - 3.giin 0.802 1.069
MEA -A.carbonarius - 4.giin 0.968 1.290
MEA -A.carbonarius - 5.giin 0.781 1.041
MEA -A.carbonarius - 6.giin 0.834 1.112
MEA -A.carbonarius - 7.giin 0.764 1.019
MEA -A.carbonarius - 8.giin 0.751 1.001
MEA -A.carbonarius - 9.giin 0.000 0.000
MEA -A.carbonarius - 10.giin 0.779 1.038
SARI - A.carbonarius - 1.giin 0.756 1.008
SARI - A.carbonarius — 2.giin 0.868 1.157
SARI - A.carbonarius - 3.giin 0.763 1.017
SARI - A.carbonarius - 4.giin 0.867 1.156
SARI - A.carbonarius - 5.giin 0.868 1.158
SARI - A.carbonarius - 6.giin 1.057 1.410
SARI - A.carbonarius - 7.giin 0.933 1.244
SARI - A.carbonarius — 8.giin 0.808 1.078
SARI - A.carbonarius - 9.giin 0.806 1.075
SARI- A.carbonarius - 10.giin 0.787 1.049
SIYAH-A.carbonarius - 1.giin 0.756 1.009
SIYAH -A.carbonarius - 2.giin 0.761 1.015
SIYAH -A.carbonarius - 3.giin 0.782 1.043
SIYAH -A.carbonarius - 4.giin 1.664 2.219
SIYAH -A.carbonarius - 5.giin 0.971 1.295
SIYAH -A.carbonarius - 6.giin 0.000 0.000
SIYAH -A.carbonarius - 7.giin 0.000 0.000
SIYAH -A.carbonarius - 8.giin 0.000 0.000
SIYAH -A.carbonarius - 9.giin 0.000 0.000
SIYAH-A.carbonarius- 10.giin 0.000 0.000

A.niger susunun oOrneklerine ait HPLC cihazinda okunan ve hesaplanan OTA

miktarlar1 Cizelge 4.4 te gosterilmistir.
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Cizelge 4.4 : A.niger susunun drneklerine ait OTA miktarlart.

Ornek ad1 Okunan miktar Hesaplanan miktar
(ng/mL) (ng/mL)
MEA - A.niger - 1.giin 0.707 0.943
MEA - A.niger - 2.giin 0.000 0.000
MEA - A.niger - 3.giin 0.706 0.942
MEA - A.niger - 4.giin 0.702 0.936
MEA - A.niger - 5.giin 0.701 0.935
MEA - A.niger - 6.giin 0.000 0.000
MEA - A.niger - 7.giin 0.000 0.000
MEA - A.niger - 8.giin 0.000 0.000
MEA - A.niger - 9.giin 0.705 0.940
MEA - A.niger - 10.gilin 0.710 0.946
SARI - A.niger - 1.giin 0.000 0.000
SARI - A.niger - 2.giin 0.000 0.000
SARI - A.niger - 3.giin 0.000 0.000
SARI - A.niger - 4.giin 0.000 0.000
SARI - A.niger - 5.giin 0.000 0.000
SARI - A.niger - 6.giin 0.000 0.000
SARI - A.niger - 7.giin 0.000 0.000
SARI - A.niger - 8.giin 0.000 0.000
SARI - A.niger - 9.giin 0.000 0.000
SARI - A.niger - 10.giin 0.000 0.000
SIYAH - A.niger - 1.giin 0.000 0.000
SIYAH - A.niger - 2.giin 0.000 0.000
SIYAH - A.niger - 3.giin 0.000 0.000
SIYAH - A.niger - 4.giin 0.000 0.000
SIYAH - A.niger - 5.giin 0.000 0.000
SIYAH - A.niger - 6.giin 0.000 0.000
SIYAH - A.niger - 7.giin 0.000 0.000
SIYAH - A.niger - 8.giin 0.000 0.000
SIYAH - A.niger - 9.giin 0.000 0.000
SIYAH - A.niger - 10.giin 0.000 0.000

HPLC cihazinda okunan degerler kullanilarak OTA miktar1 hesaplanmistir. A.niger
susunun 3 farkli besiortamindaki OTA profilleri Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.3 : A.niger susunun 3 farkli besiortamindaki OTA profilleri.

A.carbonarius susunun 3 farkli besiortamindaki OTA profilleri Sekil 4.4’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.4 : A.carbonarius susunun 3 farkli besiortamindaki OTA profilleri.

4.4 Besiortamlarinin pH Degerleri

A.niger ve A.carbonarius suslarmin MEA besiortaminda, sar1 kuru tiziim kullanilarak

hazirlanan besiortaminda, siyah kuru iiziim kullanilarak hazirlanan besiortaminda 10
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giinliik gelisme periyodu boyunca, besiortamlarinin pH degerlerinde 0.giinden
10.giine dogru gidildik¢e azalma oldugu gozlemlenmistir. A.niger susunun inokule
edilip gelistirildigi besiortamlarinin 10 giinliik pH degerleri Cizelge 4.5°te

gosterilmistir.

Cizelge 4.5 : A.niger susunun gelistigi besiortamlarindaki 10 giinliik pH degerleri.

Giin Sayisi MEA Sar1 kuru tiziim Siyah kuru {iziim
0 5.13 3.89 4.07
1 5.07 3.90 4.01
2 4.39 3.84 4.04
3 3.42 3.65 3.71
4 3.85 3.41 2.84
5 3.34 2.66 2.64
6 2.88 2.52 2.36
7 2.74 2.34 2.35
8 2.38 2.30 2.26
9 2.54 2.25 2.26
10 2.38 1.86 2.11

A.niger susunun 3 farkli besiortaminda gelisimi sirasinda besiortamlarinda meydana

gelen pH degisimlerinin zamana kars1 grafigi Sekil 4.5°te gosterilmistir.

A.niger susu gelisimi sirasinda pH degisimi

pH Degerleri
w £y
)’ /
?
1

— MEA
== Sari kuru Gzim
N
2 u Siyah kuru Gziim
1
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Giin Sayis1

Sekil 4.5 : A.niger susu gelisimi sirasinda pH degisimlerinin zamana kars1 grafigi.
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Sekil 4.5’teki grafikten de goriilebilecegi gibi, besiortamlarmin pH degerlerinde

0. glinden 10. giine dogru gidildik¢e azalma oldugu gézlemlenmistir.

A.carbonarius susunun inokule edilip gelistirildigi besiortamlarmm 10 giinlik pH

degerleri Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.6 : A.carbonarius susunun gelistigi besiortamlarindaki 10 giinliik pH

degerleri.

Giin Sayisi MEA Sar1 kuru liziim Siyah kuru {iziim
0 5.13 3.89 4.07
1 4.88 3.80 4.07
2 5.00 3.90 4.08
3 4.15 3.64 3.34
4 3.58 3.13 2.98
5 3.35 2.71 2.55
6 3.16 2.38 2.39
7 2.83 2.39 2.27
8 2.51 2.29 2.26
9 3.06 1.84 2.18
10 2.18 2.05 1.83

A.carbonarius susunun 3 farkli besiortaminda gelisimi sirasinda besiortamlarinda

meydana gelen pH degisimlerinin zamana kars1 grafigi Sekil 4.6’da gosterilmistir.

pH Degerleri

A.carbonarius gelisimi sirasinda pH degisimi

— MEA
== Sari kuru Gzim

Siyah kuru izim

Giin Sayisi

Sekil 4.6 : A.carbonarius susu gelisimi sirasinda pH degisimlerinin zamana karsi

grafigi.
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Sekil 4.6°daki grafikten de goriilebilecegi gibi, besiortamlarnin pH degerlerinde

0.glinden 10.giine dogru gidildik¢e azalma oldugu gozlemlenmistir.

4.5 Kiif Gelisim Hizlarinin Belirlenmesi

A.niger ve A.carbonarius suslarmim, gelisme hizlarinin belirlenebilmesi igin suslar,
MEA besiyerine ekilip; 25°C ve 30°C olmak iizere iki farkli sicaklikta inkube
edilmistir. 10 giinliikk inkubasyon periyodu boyunca her giin petrideki koloni ¢aplari
oOlgtilerek kaydedilmistir. 10 giinliik ortalama koloni ¢aplar1 degerleri Cizelge 4.7’ de

gosterilmistir.

Cizelge 4.7 : 10 giinliik inkubasyon periyodunda koloni ¢aplar1 degerleri.

A.niger A.carbonarius
Giin Sayist 25°C’deki cap  30°C’dekigap 25°C’dekigap  30°C’deki gap
degerleri (mm) degerleri (mm) degerleri (mm) degerleri (mm)
1 0 0 0 0
2 14.5 19 14.5 22.5
3 24.8 27.5 23.3 32.5
4 30.5 39.25 31 45.8
5 43.3 56.75 44.8 62.5
6 56 70.75 55.5 80
7 65.5 85 70 85
8 69 85 72 85
9 73 85 73 85
10 85 85 85 85

Petrinin tiim yiizeyi 30°C’lik inkubasyonda 7.giinden itibaren, 25°C’lik inkubasyonda
10.glinde kaplanmis olup; tiim yilizey kaplandiginda, koloni cap1 ile petri ¢ap1
birbirine esit 6l¢iide olmustur. Petri cap1 degeri 85 mm’dir.

A.niger susunun 25°C ve 30°C’lik iki farkli sicaklik degerindeki gelisim hizlarina ait
grafik Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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A.niger susunun gelisme hiz1 grafigi
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Sekil 4.7 : A.niger susunun 25°C ve 30°C’lik iki farkli sicaklik degerindeki gelisimi.

Sekil 4.7°de goriilebilecegi gibi A.niger susunun 25°C’deki gelisme hizi, 8.5595
mm/giin olarak; 30°C’deki gelisme hizi, 10.067 mm/giin olarak hesaplanmuistir.

A.carbonarius susunun 25°C ve 30°C’lik iki farkli sicaklik degerindeki gelisim

hizlarma ait grafik Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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A.carbonarius susunun gelisme hiz1 grafigi
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Sekil 4.8: A.carbonarius susunun 25°C ve 30°C’lik iki farkli sicaklik degerindeki
gelisimi.
Sekil 4.8’de goriilebilecegi gibi, A.carbonarius susunun 25°C’deki gelisme hizi,
8.7088 mm/giin olarak; 30°C’deki gelisme hizi, 10.411 mm/giin olarak

hesaplanmastir.

Hesaplanan sonuglara gore; her iki susun da 30°C’deki gelisme hizlarinin, 25°C’deki
gelisme hizlarina gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica her iki sicaklik
degeri igin de gegerli olmak tizere, A.carbonarius susunun gelisme hizinm, A.niger

susunun gelisme hizindan daha yiiksek oldugu yorumu yapilabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Gida maddelerinin gilivenligini ve kalitesini tehdit eden 6nemli basliklardan birisi,
kiiflerin olumsuz kosullara maruz kaldiklarinda iirettikleri sekonder metabolitlerden
olan mikotoksinlerdir. Cok sayida mikotoksin ¢esidi bulunmasina ragmen, her
mikotoksinle ayn1 oranda karsilasilmamaktadir. En sik karsilasilan ve insan sagligi
acisindan en toksik olan mikotoksinlerden birisi OTA’dir. OTA, birgok kiif tirii
tarafindan, c¢esitli gida maddelerinde iiretilmekle birlikte; gida maddesinin cinsi ve
cevresel faktorler basta olmak iizere pekcok parametreye bagli olarak belli gida

maddelerinde belli tiirler OTA iiretme konusunda 6n plana ¢ikmaktadir.

Uziim ve iiziim iiriinlerinde en yaygin OTA fiireten kiif tiirleri A.carbonarius, A.niger

ve A.tubigensis’tir (Tosun ve dig, 2006).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda; cekirdeksiz sar1 izmir kuru iiziimii ve ¢ekirdekli siyah
Adiyaman kuru iiziimiinden izole edilen iki farkli Aspergillus susunun OTA
olusturma profilleri, suslarin gelisimi sirasinda substratta meydana gelen pH degisimi
ve bu iki susun iki farkli sicaklik degerindeki (25°C ve 30°C) gelisme hizlari
aragtirtlmistir.  Calismada iki  farkli  kuru {iziim cinsinden besiortamlari
olusturulduktan sonra, bu iiztimlerden iki farkli Aspergillus susu (A.carbonarius ve
A.niger) izole edilmistir. Izole edilen A.carbonarius ve A.niger suslarmin 10 giinliik
inkubasyon periyodu boyunca gelismeleri, OTA olusturma profilleri ve MEA
besiortaminda, sar1 kuru iiziim kullanilarak elde edilen besiortaminda, siyah kuru
iizlim kullanilarak elde edilen besiortaminda substratin pH degerinde meydana gelen
degisimler incelenmistir. Calisma sonuglarina gore; A.niger susunun kuru iiziim
orneklerinde OTA olusturmadigi/olusan miktarin besiortaminda tespit edilemeyecek
kadar diisiik oldugu belirlenmistir. A.carbonarius susunun ise 0 ng/mL—2.219 ng/mL

araligindaki miktarlarda OTA olusturdugu bulunmustur.

A.niger susunun 25°C’deki gelisme hizi, 8.5595 mm/giin olarak; 30°C’deki gelisme
hizi, 10.067 mm/giin olarak hesaplanmistir. A.carbonarius susunun 25°C’deki

gelisme hizi, 8.7088 mm/giin olarak; 30°C’deki gelisme hizi, 10.411 mm/giin olarak
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hesaplanmistir. Bu sonuglara gére 30°C’deki gelisme hizinin 25°C’ye oranla daha
yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Literatiirde yapilan bir ¢alisma sonucuna gore;
30°C’deki gelisme hizinin (koloni ¢api: 90 mm) daha yiiksek oldugu belirtilmistir

(Passamani ve dig, 2014). Bu ¢alismanin sonucu, literatiir ile uyum gostermektedir.

10 giinliik inkubasyon periyodu boyunca gelisen suslarin kiif kolonilerinin altindaki
besiortamlarindan hergiin diizenli 6rnek alinarak yapilan pH 6lciimlerine ait degerler;
MEA besiyerinde A.niger susu icin 5.13—-2.38 ve A.carbonarius susu igin 5.13-2.18;
sar1 lizim kullanilarak elde edilen besiortaminda A.niger susu i¢in 3.89-1.86 ve
A.carbonarius susu igin 3.89-1.84 araliginda ve siyah {iziim kullanilarak elde edilen
besiortaminda A.niger susu igin 4.07-2.11 ve A.carbonarius susu igin 4.07-1.83

araligindadir.

Bu calismanin 6zgiin olan 6zelligi; suslarin OTA analizinde kiif kolonilerini 6érnege
dahil etmeden sadece koloninin altinda kalan bir baska ifadeyle substratin 6rnek
olarak alinip; kiifiin substratta meydana getirdigi degisimin go6zlenmesini

saglamasidir.

Bu tez calismasinda; gerek geleneksel olarak yaygin sekilde tiiketilen, gerekse de
onemli bir ihracat {irlinii olmasi acisindan ekonomik degeri yliksek olan kuru tiziimde
A.carbonarius susunun OTA agisindan risk olusturdugu; kiifiin kendisi {iiriinden

uzaklastirilsa bile toksinin iiriinde kalabilecegi belirlenmistir.

Insan saglign agisindan riskli bir mikotoksin olan OTA riskinin minimum
indirilebilmesi i¢in tiiketicilere diisen gorev gilivenilir markalarin uygun kosullarda
iiretip satisa sundugu iriinleri tercih etmek olup; ireticilere diisen gorev ise gida
giivenligini saglayarak {iriiniin liretilmesinden tiiketiciye ulasincaya kadar olan siireci
bilingli ve disiplinli bir sekilde yonetmektir. Bu yaklasimlarin yayginlagsmasiyla {iriin

kalitesi ve giivenligi konularinda olumlu gelismelerin yasanmast kolaylasir.
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