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ANTEP FISTIKLARINDA OKTATOKSIN A VE AFLATOKSIN
VARLIGININ INCELENMESI

OZET

Antep fistig1 (Pistacia vera L.), Anacardiaceae ailesinin bir {iyesi olup, kokeni Orta
ve Bati Asya kurak bélgeleridir ve Akdeniz havzasi genelinde dagilmistir. Besin
degeri yiiksek, lezzetli bu iriin tarih boyunca birgok iilkeye yayilmis ve farkli
bolgelerde yetistirilmeye baslanmistir. Sert kabuklu meyvelerden olan Antep fistigi,
tilkemiz igin yiiksek ekonomik degere sahip bir ihra¢ iriiniidir. Sert kabuklu
meyveler sahip olduklar1 besin bilesenleriyle; steroller, vitaminler, mineraller, yag
asitleri, fenolik bilesikler, antioksidan ve antiproliferatif 6zellikleriyle tercih edilen
bir tirtindiir.

2011 y1l1 verilerine gore Tiirkiye diinya genelinde sahip oldugu %13’liik payla Antep
fistig1 tretiminde {iglincii sirada yer almaktadir. 2011 yili Antep fistig1 liretim
kapasitesi 112.000 tona erigmistir. Tiirkiye diinya Antep fistig1 ihracatinda ise 2010
yil1 verilerine gore 12. sirada yer almaktadir. Antep fistig1 ihracat miktar1 717 tondur.
Diinya antep fistig1 ithalat verileri incelendiginde ise Tiirkiye ilk 20 {ilke arasinda yer
almamaktadir. Tiirkiye’nin ihracat yaptigi iilkelerle ilgili verilere bakildiginda ise
2010 ve 2011 yilinda Italya, Almanya ve Israil ilk 3 sirada yer alan iilkelerdir. italya
%47,9°luk paya, Almanya %9,8 ve Israil %9,0’luk paya sahiptir.

Ticari degere sahip, lezzetli ve besin dgelerince zengin Antep fistigi, iiretim yontemi
ve diger cevresel faktorler nedeniyle kiif kontaminasyonu ve gelisimine maruz
kalmaktadir. Bu kiifler, dogada ve gidalarda yaygin olarak bulunan, mikotoksin
olarak adlandirilan ikincil metabolitleri olusturmaktadirlar. Okratoksin A (OTA),
Aspergillus ve Penicillium cinsi kiifler tarafindan tretilen mikotoksinlerdendir ve
kahve, sarap, tahillar, {iziim, baharat ve kakao triinlerinde siklikla rastlanmaktadir.
Toksin; berrak, renksiz, mavi floresans veren kristal bir bilesiktir ve asidik karaktere
sahiptir. Zayif organik asit gibi davranir ve goreceli kararlidir; pisirme, kavurma ve
fermantasyon gibi gida islemelerine dayamklidir. Uretimi karanlik evrelerde daha
yiiksek, 1s1k altinda ise daha disiiktiir. Hayvanlar ve insanlar tizerinde nefrotoksik,
immunosupresif, teratojenik, genotoksik, karsinojenik, hepatotoksik 6zellik
gostermektedir. Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi (IARC) tarafindan insanlar
i¢in olas1 kanserojenik gruba dahil edilmistir (grup 2B). Hedef organ bobreklerdir ve
Balkan Endemik Nefropatisi’ne (BEN) yol actig1 belirlenmistir.

Aflatoksin (AF); kristal yapida, kloroform ve metanol gibi polar ¢oziiciilerde
kolaylikla ¢oziinebilen, saf halde ultraviyole (UV) radyosyon altinda pargalanan,
diisiik (<3) ve yiiksek (>10) pH ve oksitleyici maddeler varliginda stabil olmayan bir
birlesiktir. Gida ve yemlerde ise bu mikotoksin oldukg¢a stabildir. Isik ve UV
radyasyona maruz kalmadiklarinda, kristal halde yiiksek sicakliklara dayaniklidirlar.
Tim omurgali canlilar {izerinde karsinojen, mutajen, teratojen, hepatotoksik ve
bagisiklik sistemini baskilayici etkiye sahiptir. IARC tarafindan aflatoksin B; (AFB;)
oncelikle cigerleri hedef alan, grup 1 kanserojen madde olarak siniflandirilmaktadir.
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Ticari degeri yliksek bu {iriiniin, halk sagligi acisindan mikotoksin diizeyi énem
tasimaktadir. Birgok {ilkede, mikotoksinlerin insanlar ve hayvanlar iizerinde zararl
etkilerine kars1 bilinglenme baslamis ve gidalarda bulunabilecek maksimum tolere
edilebilir seviyeleri belirlenmistir.

Bu projede, Tiirkiye’de yetistirilen Antep fistiklarinda okratoksin A ve aflatoksin
varliginin incelenmesi ve miktarlarmin belirlenmesi amaglanmaktadir. Calisma,
Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde yer alan bir isletmeden temin edilen ve Istanbul
marketten toplanan Antep fistiklan ile yiriitiilmistir. Gaziantep’ten temin edilen
numunlerin her biri 2-3 tonu temsil etmektedir. Istanbul’da ise market, pazar ve
kiiglik isletmelerden toplanan iiriinler paketli ve paketsiz, kabuklu ve kabuksuz
olarak farkli markalardan ve semtlerden temin edilmistir. Analitik metot olarak
immunoafinite kolon temizlemesini takip eden, floresans dedektorle birlestirilmis
yiiksek performans sivi kromatografisi kullanilmistir.

Antep fistig1 yiiksek yag igerigine sahip bir iriindiir. Okratoksin A ve aflatoksin
analizlerinde, ekstraksiyon asamasinda yagin ve diger bilesenlerin uzaklastirilmasi
icin organik ¢ozgen ve su karisimi kullanilmistir. Vicam marka immunoafinite
kolonlarda toksinin saflastirilmast  gergeklestirilmistir. Ardindan HPLC ile
analizlenen Orneklerde toksin tayini ve miktar belirlenmesi gerceklestirilmistir.
Aflatoksin analizinde KoBra-cell kimyasal tiirevlendirilmesi uygulanmustir.

73 ornekte okratoksin A ve aflatoksin taramasi yapilan ¢alismada, 54 6rnek (%74)
pozitif bulunmustur. 19 6rnekte ise toksin tespit edilmemistir.

Tim Antep fistigi orneklerinin %6’sinda 1,238 - 3,720 pg/l arasinda degisen
diizeylerde OTA varligi belirlenmistir. OTA kontaminasyonu yalnizca Antep kirmizi
orneklerinde (%7 oraninda) tespit edilmis, Antep yesil ve Siirt gesitlerinde OTA
varligina rastlanmamistir. OTA tespit edilen 6rneklerin tiimiinde aflatoksin varligina
da rastlanmustir.

Aflatoksin analizi sonucunda 73 adet ornekte 54 adet toplam aflatoksin (AFT)
kontaminasyonu tespit edilmistir. AFT seviyeleri, 0,001 ile 23,542 pg/l arasinda
degisiklik gostermistir. 23,542 ve 11,504 pg/1’lik toksin igerikleri ile yasal limitlerin
(dogrudan tiikketim ve hammadde olarak kullanim i¢in; 10 pg/1) {izerinde 2 adet 6rnek
tespit edilmistir. 58 Antep kirmiz1 6rneginde 44 pozitif, 4 Antep yesil 6rneginde 4
pozitif ve 11 adet Siirt ¢esidi 6rnekte 6 pozitif numune gézlenmistir.

73 ornekte yalnizca AFB; kontaminasyonu saptanan 20 6rnek (%27) bulunmaktadir.
Bu 20 6rnegin 15 tanesi Antep kirmizi, 2 tanesi Antep yesil ve 3 tanesi Siirt fistigidir.
Tiim ornekler i¢inde 6 6rnekte (%8), aflatoksin B; ve aflatoksin B, (AFB; + AFB,)
birlikte tespit edilmistir. Bu 6 6rnegin 4 tanesi Antep kirmizi ve 2 tanesi Antep yesil
¢esidine aittir. Antep kirmizi ¢esidinde ait 1 6rnekte (%1) aflatoksin B; ve aflatoksin
G1 (AFB; + AFG;) birlikte tespit edilmistir. Siirt ¢esidinde ait 1 ornekte (%1)
aflatoksin B; ve aflatoksin G, (AFB1 + AFG,) birlikte tespit edilmistir. 5 adet drnekte
(%7) ise AFB; + AFB; + AFG; belirlenmistir. Bunlarin 3 tanesi Antep kirmizi diger 2
tanesi de Siirt ¢esidine aittir. Orneklerin 21’inde (%29) 4 aflatoksin tiirii birarada
tespit edilmistir. 4 aflatoksini bir arada bulunduran Grneklerin tiimiiniin Antep
kirmiz1 oldugu gézlenmistir.
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DETERMINATION OF OCHRATOXIN A AND AFLATOXINS IN
PISTACHIO NUTS

SUMMARY

Pistachio nut (Pistacia vera L.) is a member of Anacardiaceae family and its origin is
arid regions of Central and West Asia and scattered throughout the Mediterranean
basin. It has high nutritional value and delicious taste which resulted in spreading to
many countries throughout the history and starting to be grown in different regions.
Pistachio is one of the tree nuts which is an important export product for our country
with its high economic value. Tree nuts have sterols, vitamins, minerals, fatty acids,
phenolic compounds. Moreover, they show antioxidant and antiproliferative
properties and they have been preferred with their rich nutritional components.
According to data from the year 2011, Turkey took third place in globe pistachio
production with 13% ratio. The production of Turkish pistachios in 2011 year has
reached 112.000 tonnes. The world’s pistachio export data which belong to 2010
year shows that Turkey took twelfth place and the amount of export was 717 tons.
According to the world’s pistachio import data which belong to same year shows that
Turkey was not among the top 20 countries. In terms of exporting countries of
Turkey in 2010 and 2011, Italy, Germany and Israel ranks the top three ones. Italy
47.9%, Germany 9.8% and 9.0% of Israel have a share.

Commercially valuable, tasty and rich in nutrients pistachio nuts are exposed to the
mold growth due to the production method and other environmental factors. Fungi
species are commonly found in nature as well as can occur jointly in a wide range of
food commaodities. Mycotoxins are secondary metabolites produced by some fungal
species.

Mycotoxins are toxic secondary metabolites produced by many phytopathogenic and
food spoilage fungi, which can cause a variety of adverse effects in humans, from
allergic responses to cancer and death. Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin which is
produced by Aspergillus and Penicillium genus. OTA is a pentaketide secondary
metabolite that contaminates different plant products, cereals, coffee beans, nuts,
cocoa, pulses, beer, wine, spices and dried vine fruits. It is mainly produced by
Penicillium verrucosum and P. nordicum, and by a range of Aspergillus species
assigned to sections Circumdati, Nigri and Flavi which Aspergillus ochraceus,
Aspergillus niger and Aspergillus carbonarius species are the main source of
ochratoxin contamination in foods and feeds. This toxin is colorless, blue fluorescent
crystalline compound and has acidic character; acting as a weak organic acid, and
relatively stable to baking, roasting and fermentation, as well as in food products. In
dark phase its production is higher than under the light. OTA exhibits nephrotoxic,
immunosuppressive, teratogenic, genotoxic, hepatotoxic properties which make it
one of the most important mycotoxins of concern for human health. It has been
grouped as possible cancerogen for human (group 2B) by International Cancer
Research Center (IARC). Kidney has thought as target organ and it is associated with
Balkan Endemic Nephropathy and urinary tract tumours. OTA contamination can
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also be transferred from feed into animal products, especially in organ meat (kidney,
liver and blood).

OTA contamination is a great concern for tropical countries where the elevated
temperature and water activity favor growth of mycotoxigenic fungi in agricultural
products, especially in post-harvest activities. The European Commission Regulation
has not established legal limits for OTA in pistachio nuts. Aspergillus species are
more commonly associated with warmer and tropical climates from stored foods
mostly. Growth and OTA production by members of the Aspergillus spp. Can be
influenced by agricultural practices such as the use of pesticides, the time and
conditions of harvesting, drying and handling the crop.

Aflatoxins (AFs) are the most toxic and the strongest natural carcinogens that are
produced primarily by two species of Aspergilli, Aspergillus flavus and Aspergillus
parasiticus. The AFs consist of about 20 similar compounds belonging to a group
called the difuranocoumarins, but only four aflatoxin B,, aflatoxin B, aflatoxin G;
and aflatoxin G, (AFB;, AFB, AFG; and AFG;) are naturally found in foodstuffs.
AFB; is the most toxic and amongst the most commonly found in foods. These
secondary metabolites can be found in a variety of food commodities, including
cereals, spices and dried fruits (figs, raisins). Moreover, AFs have also been detected
in oilseeds, peanuts and tree nuts (pistachios, almonds, pecans, walnuts etc.). These
mycotoxins are crystalline, easily soluble in polar solvents such as chloroform and
methanol. Pure form of AFs are degradable under ultraviolet (UV) radiation and at
low (<3) and high (>10) pH. Besides under the presence of oxidising agents it is
unstable compound. These mycotoxins are very stable in food and feed compounds.
They are resistant to temperatures above 100 °C in the crystalline form, unless
exposed to light and UV radiation. When feed products are contaminated with
mycotoxins, there might be a health hazard for animals. Furthermore, myctoxin
residues in feed to be consumed by animals may cause a threat to humans. IARC has
classified AFB; as a group 1 carcinogen which means it is carcinogenic for human,
mainly affecting the liver. AFB, AFG; and AFG; are also classified as possible
carcinogen to humans. They have carcinogenic, mutagenic, teratogenic, hepatotoxic
and immune-suppressing effects on human and animal health. Aflatoxicosis causes
acute liver damage, liver cirrhosis, induction of tumors, impaired central nervous
system, skin disorders, hormonal defects and decreased bone strength. This product
has high commercial value and in terms of public health its presence in food and feed
products has great importance. In many countries, the awareness against the harmful
effects of mycotoxins become more of an issue. Those countries have established the
maximum tolerable levels of mycotoxins to protect health of animals and human and
prevent economical losses. According to European Commission Regulation (2010),
pistachio nuts are not permitted to exceed 8,0 ng/g for AFB; and 10 ng/g for total
aflatoxins for direct human consumption or use as an ingredient in foodstuffs; 12,0
ng/g for AFB; and 15,0 for total aflatoxins in pistachios to be subjected to sorting or
other physical treatment, before human consumption or use as an ingredient in
foodstuffs.

The purpose of this study to investigate the ochratoxin A and aflatoxins presences
and detect their amounts in pistachio nuts cultivated in Turkey. This study was
carried out with pistachio nuts that some of the samples were obtained from a
company which is located in Southeastern Anatolia Region and the remaining
samples were collected from Istanbul market. Each of the samples gathered from
Southeastern Anatolia Region represents 2-3 tonnes. In Istanbul, the pistachios are
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collected from the markets, bazaars and small businesses with packaged and
unpackaged, shelled and unshelled product properties that were supplied in different
districts with different brands. High performance liquid chromatography (HPLC) is
now the most commonly used chromatographic technique for the detection of wide
diversity of mycotoxins. In this study, an analytical method based on immunoaffinity
column clean-up and followed by the high performance liquid chromatography
equipped with fluorescence detection were performed for both ochratoxin A and
aflatoxins analysis. 73 pistachio samples were analysed and the results were
evaluated with respect to European Commission Regulation and Turkish Food
Codex.

At the beginning of the analysis the samples were subjected to extraction and
subsequently clean-up stage. The tree nuts have high amount of lipid content. Thus,
its important to performance effective extraction. By the purpose of removal of the
oil phase and the other components, organic solvent and water mixture were used. In
order to purification of toxin, samples were subjected to immunoaffinity columns
with the brand of Vicam. Afterwards, samples were analysed by HPLC to detect the
presences of toxin and determine their amounts in pistachio samples. In aflatoxins
analysis the koBra-cell derivatization was applied which differ from ochratoxin A
analysis.

73 pistachio samples were analysed and the results obtained from the study are 54 of
them (74%) were positive with mycotoxin contamination. The screening 19 pistachio
samples were toxin-free. OTA was identified in 4 samples (6%) from the levels
ranging from 1,238 to 3,720 ug/l levels.

In all red kernel pistachios the contamination ratio was 7%. OTA was not detected in
green kernel pistachios and Siirt cultivars. In all OTA found samples, the presence of
aflatoxins were also detected.

The analysis of aflatoxins was performed and results showed that 54 of 73 samples
were contaminated by these detrimental toxins. The total aflatoxin (AFT) levels of
positive samples are ranging from 0,001 to 23,542 pg/l. The detected levels of 2
samples, 23,542 and 11,504 pg/l, were above the legal limits. 44 of 58 red kernel
pistachios, 4 of 4 green kernel pistachios and 6 of 11 Siirt cultivars were positive
with AFT.

AFB; contaminate 20 pistachio nuts of total 73 samples (27%). These 20 positive
samples include 14 red kernel pistachios, 2 green kernel pistachios and 3 Siirt
cultivars. AFB; and AFB, was found together in 6 samples of total 73 samples (8%).
These 6 samples include 4 red kernel pistachios and 2 green kernel pistachios. Just 1
red kernel pistachio sample was found to be contaminated by AFB; and AFGs;.
Moreover, 1 sample of Siirt cultivar type was positive with AFB; and AFG, types.
AFB;, AFB, and AFG, were detected together in 5 samples of total 73 samples (7%).
2 samples of them belong to the type of red kernel pistachio and the remaining 2
samples belong to the type of Siirt cultivar. Four types of aflatoxins, AFB;, AFB,,
AFG; and AFG, were found in 20 samples of total 73 samples. All positive samples
which contaminated by them belong to the red kernel pistachio samples.

Raw material control, good agricultural practices (GAP), good manifacturing
practices (GMP), good hygene practices (GHP) are necessary during harvesting and
post harvesting phases, in order to prevent OTA and AFs. It is vitally important to
prevent contamination in raw material to prevent to mycotoxin producing. As well as
controlling raw material, the place where it is kept being under control is significant.
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During harvesting and post harvesting, occurrence of OTA and AFs can be prevented
using good manufacturing practices, proper storing conditions and using high quality
raw material. Preventing OTA and AFs is necessary in terms of protecting health and
preventing economic losses.
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1. GIRIS

Mikotoksinler, ¢ok cesitli yiyecek ve hayvan yeminde gelisen kiiflerin toksik
metabolitleridir ve 300'den fazla mikotoksin kesfedilmistir. (Jinab ve dig, 2012).
Mikotoksinlerin her zaman gidalarda mevcut oldugu tahmin edilmektedir.
Mikotoksin tiiketiminin zararli etkileri hakkinda ilk veriler 5000 yil 6nce Cin'de
kaydedilmistir. Bugiin, ge¢mis bin yilda Avrupa ve diger kitalarda mikotoksinlerin
cok sayida zehirlenme, yiiz binlerce hayvan ve insan Olimiine neden oldugu

bilinmektedir (Kirilov ve dig, 2013).

Antep fistig1 (Pistacia vera L.), Anacardiaceae ailesinin bir iiyesi olup, kdkeni Orta
ve Bat1 Asya kurak bolgeleridir ve Akdeniz havzasi genelinde dagilmistir (Tomaino,
2010). Besin degerleri yiiksek, lezzetli bu {irlin tarih boyunca birgok iilkeye yayilmis
ve farkli bolgelerde yetistirilmeye baglanmistir (Giil-Yavuz, 2011). Baslica iireticeler
fran, Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Tiirkiye’dir (Bayram, 2012).

Antep fistiklar1 kabuklar1 ¢ikarilmis, kabuklu, ¢ogunlukla kurutulmus veya tuzla
kavrulmus olarak satilabilir. Cekirdeginin boyutlari, agirligi, c¢itlama yilizdesi ve
cekirdek/fistik orani (g/g) fiziksel kalite Ozelliklerini olusturur (Tsantili ve dig,
2010). Sekil, boyut, renk, ¢itlama yiizdesi Antep fistigi piyasasinda Onemli
kriterlerdir (Seferoglu ve dig, 2006). Kif gelisimi ise mikrobiyolojik kalite

kriterlerinden biridir.

Tarim triinler ile ilgili ciddi sorunlardan biri kiif kontaminasyonudur; gida iiretimi ve
depolamanin her asamasinda ortaya cikabilir. Kiif kontaminasyonu, insan sagligi,
gida giivenligi ve ekonomik agidan 6nem teskil eder. Diinyada tarim iirtinlerin %5-
10’u insan ve hayvanlar tarafindan tiiketilmeden, kiifler tarafindan bozulmaya
ugramaktadir. Kif gelisimi tarimsal triinlerin gida kalitesini diisiirmekle birlikte,
mikotoksin iiretimi insan saglig1 acisindan ciddi sorunlar1 beraberinde getirmektedir.
Okratoksin A ve aflatoksin ¢ok cesitli gidalarda olusabilen, olduk¢a yaygin gida

kontaminantlaridir (Jalili ve Jinab, 2012).



OTA, Aspergillus ve Penicillium cinsi kiifler tarafindan tiretilmektedir. Kahve, sarap,
tahillar, {iziim, baharatlar ve kakao friinlerinde OTA varligina siklikla
rastlanmaktadir (Frizzell ve dig, 2013). Hepatotoksik, nefrotoksik, immunotoksik ve
karsinojenik etkilerinin oldugu belirlenen bu birlesik, insanlar ve hayvanlar ig¢in
zararlidir. Bobreklerin OTA’ya karst en hassas organ oldugu diisiiniilmektedir.
BEN’e yol ag¢tig1 belirlenmistir. Bu nefropati tiirii, nadir goriilen iiriner sistem
timorleri ile iliskilendirilmektedir. Okratoksin A, IARC tarafindan 2B smifi
kanserojen olarak siniflandirilmistir (Daskaya-Dikmen ve Hepekan, 2013). Birgok
tilkede mikotoksinlerin insanlar ve hayvanlar i¢in zararli, karsinojenik, mutajenik ve
teratojenik etkilerine karsi bilinglenme baslamis ve gidalarda bulunan maksimum
tolere edilebilir seviyeleri belirlenmistir (Dini ve dig, 2013). Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (EFSA), insanlarda okratoksin A igin tolere edilebilir haftalik alim1 (TWI)
120 ng OTA/ kg viicut agirlig1 olarak belirlemistir (Heperkan ve dig, 2012).

AF grubu toksik ve karsinojenik poliketit ikincil metabolitlerdir ve Aspergillus
flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus nomius ve Aspergillus pseudotamarii
baglica tretici suslardir. (Dini ve dig, 2013; Cheraghali ve dig, 2007). AF
kontaminasyon riski yliksek olan iirlinler arasinda musir, yer fistigi, pamuk tohumu,
Brezilya findigi, Antep fistig1, incir, baharat ve kurutulmus hindistan cevizi igi
(kopra) yer almaktadir (El tawila ve dig, 2013; Cheraghali ve dig, 2007). AF’nin
beslenme ile aliminda en 6nemli kaynaklar; dar1, yer fistig1 ve onlarin {iriinleri olarak
belirlenmistir. Birgok aflatoksin akut ve kronik toksisite gostermektedir. Cok cesitli
organizmalarda mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkiler sergilemektedir. IARC
aflatoksin B; (AFBi)’i oncelikle cigerleri hedef alan, grup I karsinojen olarak
siiflandirmaktadir (Cheraghali et al, 2007).

Bu calismada, Tiirkiye’de yetistirilen Antep fistiklar1 6rneklerinde okratoksin A ve

aflatoksin varliginin incelenmesi amaglanmastir.



2. ANTEP FISTIGI

2.1 Antep Fistig1 Tanim ve Tarihcesi

Antep fistig1 en eski sert kabuklu meyvelerden biri olup, antik c¢aglarda kral
sofralarinda yer almis ve elit sinif i¢in bir ayricalik simgesi olmustur. Antep fistiginin
kiiltire alinig tarihi Eti Uygarligi’na dayanmaktadir. Birinci yilizyilin baslarinda dogal
yetisme alanlarindan biri olan Suriye’den italya’ya gotiiriilmiis ve diger Akdeniz

tilkelerine de yayilarak yetistirilmeye baglanmistir (Giil-Yavuz, 2011).

Pistacia (Anacardiaceae) cinsine ait 11 tiir bulunmaktadir. Bunlardan bazilar
Akdeniz ve Asya iilkelerinde yiiksek ekonomik ve kiiltiirel degere sahiptir
(Isfendiyaroglu ve Ozeker, 2009). Ornegin, Cin Halk Cumhuriyeti’nde Pistacia
chinensis biyolojik ailesine ait Antep fistigi, biyodizel yakit tiretimi galismalarinda
kullanilmak tizere yetistirilmektedir (Giil-Yavuz, 2011). Bu tiirler i¢inde yalnizca
Pistacia vera L. tiirliniin meyveleri yenmektedir (Parfitt ve dig, 2012). Pistacia vera
L., bir fistik agaci tiirii olup, ekstrem ¢evre kosullarina (pedoklimatik ve hidrolojik)
kars1 belirgin direng gostermektedir. Bu 6zellik, Avrupa ve Asya’da baska hicbir
meyvenin yetisemeyecegi topraklarda Antep fistiginin yetistirilmesini miimkiin hale

getirmektedir (Bellomo ve Fallico, 2007).

Antep fistig1, subtropikal bir meyvedir (Bagheri ve dig, 2011). iran, Tiirkiye, ABD,
Suriye, Italya, Tunus ve Yunanistan baslica Antep fistig1 iireticisi iilkelerdir
(Bellomo ve Fallico, 2007; Tsantili ve dig, 2010). Her tiilkede ekili alanlar
kendilerine has Ozelliklere sahiptir ve yetistirilen mahsiiller yesil veya sar1 ¢enekli
olma, bos meyve yiizdeleri, yillik diizenli meyve verme gibi 6zellikler bakimindan
farklilik gdsterir (Bellomo ve Fallico, 2007). iran giiney-dogu bélgelerinde, dzellikle
Kerman eyaletinde, Antep fistig1 egemen bitkidir (Bagheri ve dig, 2011). ABD’ye,
Antep fistigr ilk olarak 1848 yilinda Iran’dan getirilmistir ve yetistiriciliginde
Kaliforniya eyaleti ilk sirada yer almaktadir. ABD’de baslica yetisen gesitler Kirman
ve Peter olup; Ibrahmim, Ohadi, Safidi, Sasti ve Vahidi ¢esitleri de bulunmaktadir.

Diinyada Yakindogu, Akdeniz ve Asya’nin bati bolgelerinde yetisen Antep fistigi



tilkemizde ise adindan da anlasilacagi tlizere en ¢ok Gaziantep ilinde yetismektedir
(Gtl-Yavuz, 2011).

Sert kabuklu meyvelerin steroller, vitaminler, mineraller, yag asitleri, fenolik
bilesikler dahil olmak {izere sahip oldugu besin bilesenleri, antioksidan ve
antiproliferatif 6zellikleri onu daha cazip hale getirmektedir (Tsantili ve dig, 2010).
Cizelge 2.1° de Antep fistiginin agirlik¢a vitamin ve minarel icerikleri detayli olarak

yer almaktadir.

Cizelge 2.1 : Antep fistig1 besin icerigi (Giil-Yavuz, 2011).

100 gr Antep fistigi mg

Fosfor 500
Potasyum 1020
Kalsiyum 136
Magnezyum 158
E vitamini 5

C vitamini 7

Lezzetli bir meyve olan Antep fistigi besin elementlerince olduk¢a zengindir
(Cizelge 2.1). Bunun yani sira, Antep fistig1 meyvesi zengin bir yag kaynagidir ve
insan beslenmesi igin gerekli olan yag asitlerini igerir. Antep fistig1 ¢ekirdek yagi,
yiiksek miktarda tekli doymamis yag asitleri icerir. Ozellikle kolesterol diizeyi ile
ters iliskili olan oleik asit agisindan zengindir. Ayrica diisiik oranda ¢oklu doymamis
ve c¢ok diisiik oranda doymus yag asitleri igermektedirler (Ghrab ve dig, 2010).
Antep fistiklar, oleik, linoleik ve linolenik gibi doymamis yag asitleri igerirler ve bu
ic yag asidi beslenme i¢in olduk¢a onemlidir. Farkli ekolojik kosullar, ayni ¢esit
Antep fistiklarinin farkli yag icerigine ve yag asidi kompozisyonuna sahip
olmalarinda etkilidirler. Seferoglu ve dig. (2006), calismalarda Tirk Antep
fistiklarinin yag igeriginin %54-60 araliginda tespit edildigini belirtmislerdir. Tirk ve
Iran fistik gesitlerinin yag iceriklerini kiyasladiklar1 ¢alismalarinda, Cizelge 2.2°de

yer alan degerler tespit edilmistir.

Cizelge 2.2°de Tiirk ve Iran fistiklarinin yag igerikleri arasindaki farkliliklar yer
almaktadir. Birgok aragtirmact Antep fistiklar1 yag asidi kompozisyonlarinin;
ekolojik kosullar, cesitlilik, konum, cografik koken, teknik ve tarimsal uygulamalara
bagl olarak farklilik gosterdigini belirlemistir (Seferoglu ve dig, 2006). Ghrab ve
dig. (2010), cevre kosullarinin yani sira genetik faktorlerin de yag igerigi ve yag asidi

kompozisyonunu etkiledigini bildirmislerdir.



Cizelge 2.2 : Tiirk ve Iran Antep fistiklar1 yag igerikleri (Seferoglu ve dig, 2006).

Yag icerigi Tiirkiye Antep  Iran Antep
fistiklar (%) fistiklart (%)
Palmitik asit 8,27-11,07 8,40-10,87
Stearik asit 0,20-2,79 0,44-1,80
Oleik asit 53,16-72,63 51,80-71,23
Linoleik asit 16,58-35,40 17,36-35,16
Toplam 48,5-58,5 47,65-63,31

Antep fistiklari, kabuklar1 ¢ikarilmis, kabuklu, ¢ogunlukla kurutulmus veya tuzla
kavrulmus olarak satilabilir. Aym1 zamanda lezzetli bu iriin, yemeklerde ve
sekerleme sektoriinde kullanilmakta ve fistik ezmesi olarak da tercih edilmektedir
(Tsantili ve dig, 2010).

Tiirkiye’de profesyonel Antep fistig1 yetistiriciligi 1948 yilinda Ceylanpinar Devlet
Ciftligi’ndeki 114 dekar alanda baslamistir. Gliniimiizde de bu kurum Antep fistig
arastirmalarinda O6nemli bir yere sahiptir ve 10.7 milyon hektarlik bir alanm1 bu
arastirmalar igin ayrrmaktadir. Giineydogu, Akdeniz, Ege ve I¢ Anadolu
Bolgeleri’nde toplam 56 ilde iiretim yapilmakla birlikte, en yiiksek paya sahip
baslica iller Gaziantep, Kahramanmaras, Adiyaman, Sanlurfa, Mardin, Kilis,
Diyarbakir ve Siirt’tir (Babadogan, 2007).

Tiirkiye'de, yenilebilir tiir Pistacia vera L.’nin yetistirilmesi ¢ogunlukla sulama
yapilmayan kosullarda gerceklestirilmektedir. Bu da aga¢ basina verimi diistirtr.
Sulama yapilan kosullarda verimin artacagi belirtilmektedir. Tiirkiye' nin en popiiler
fistik gesitleri Uzun, Kirmizi ve Siirt’tir. Uzun ¢esidi, uzun fistig1 ve yesil ¢ekirdegi
ile hos bir tada sahiptir. Uretimde Giineydogu Anadolu Bélgesi’ni takip eden Ege
Bolgesi, Antep fistig1 yetistirmek i¢in uygun iklime sahiptir ve Aydin, Manisa,
Mugla, Canakkale ve Izmir Antep fistig1 yetistiriciliginin artis gosterdigi illerdendir.
Aydin sehrinde ve Biiylik Menderes Nehri Havzasi cevresindeki ilgelerde, Uzun,
Siirt ve Ohadi ¢esitleri ticari olarak yetistirilir. Her yil diizenli meyve vermeyen

Uzun ¢esidi, iclerinde en yaygin olanidir (Seferoglu, 2006).

2.2 Antep Fistig1 Ekonomik Verileri

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii’niin istatistik veri tabanindan alinan

(FAOSTAT) 2011 yili verilerine gore; diinyada Antep fistig1 {iretiminde lider iilke



[ran’dir. ran’1, tiretim ve sulama tekniklerini gelistirerek tiretim hacmini devamli
arttirmis olan ABD izlemektedir. Tiirkiye ise bu iilkelerin ardindan ti¢iincii sirada yer
almaktadir (Sekil 2.1).

e )
Top production - Pistachios - 2011
—200000
2'IIIIJJ—/
1500000 <
= Femm
£ ﬁ
[T =
3 =
E 3
= 500000 <
—0

B Froduction (Int $1000)
Area [ Production (MT)

Sekil 2.1 : Diinya Antep fistig1 tiretimi (FAOSTAT, 2013).

Sekil 2.1°de Iran, ABD ve Tiirkiye nin 6ncii iiretici iilkeler oldugu goriilmektedir.
fran fistiklarmin fiyatlarmin goreceli olarak daha diisiik ve iri taneli olmasi diinya
capinda talep edilmesine neden olmaktadir. Ancak, ge¢mis yillarda {iretim esnasinda
olusan aflatoksin, iiriinlin ithalatinda sorunlar yasanmasina neden olmus, ozellikle
Avrupa Birligi (AB) ve Amerika bu konuda ciddi onlemler almistir (Giil-Yavuz,
2011). Diinya Antep fistig1 liretimine ait detaylar Cizelge 2.3’te yer almaktadir.

Cizelge 2.3 : Diinya Antep fistig1 iiretimi (FAOSTAT, 2013).

Ulkeler 2011 2011
(Ton) (Int $ 1000)
[ran 472.097  1.550.430
ABD 201.395 661.408
Tiirkiye 112.000 367.823
Cin Halk Cum.  74.000 243.026
Suriye 55.610 182.630
Italya 10.801 35.471
Yunanistan 9.580 31.462
Afganistan 4.203 13.803
Tunus 2.100 6.896
Kirgizistan 888 2.916




FAOSTAT 2011 yili verilerine gore diinyada iiretim 3 milyar ABD dolarina
ulasmistir ve en biiyiik pay 427.097 ton/yil iiretim kapasitesiyle Iran’dadir. Tiirkiye
2011 yilinda 112.000 ton iiretim kapasitesine ulasmistir (Cizelge 2.3).

Son yillara ait ihracat verileri incelendiginde ise iiretimde lider iki iilke olan iran ve
ABD’nin ihracatta da ilk siralarda yer aldig1 goriilmektedir. Uretimde {igiincii sirada
yer alan ilkemizin ise diinya ihracat siralamasinda ¢ok gerilerde oldugu

bulunmaktadir (Cizelge 2.4).
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Sekil 2.2 : Diinya Antep fistigr ihracati (FAOSTAT, 2013).

Sekil 2.2 incelendiginde firetici iilkeler arasinda yer almayan Hong Kong, Almanya,
Hollanda, Liiksemburg gibi iilkelerin ihracatta 6nemli rol oynadigi goriilmektedir. Bu

da Antep fistiginin re-eksporta tabi oldugunu gostermektedir.

Diinya Antep fistig1 ihracat1 2010 yilina ait verilerin iilke bazinda siralamasi Cizelge
2.4’te yer almaktadir. Toplam 2.6 milyar ABD dolarin1 gegen diinya fistik
ihracatinda en biiyiik pay 1.2 milyar dolar ile Iran’dadir. Tiirkiye, {iretim ve ekili alan
miktarlar1 géz Oniine alindiginda potansiyel ihra¢ miktarinin ¢ok gerisindedir.
Uluslararas pazarlarda, iran ve ABD kokenli fistiklarin fiyatlarinin diisiik olmasi, iri
taneli olmasi ve ¢itlak oraninin yiiksek olmasi daha ¢ok tercih edilmesine neden

olmaktadir.



Cizelge 2.4 : Diinya Antep fistig1 ihracat1 (FAOSTAT, 2013).

Ulkeler 2010 2010
(ton) (10009%)
[ran 153.259  1.159.352
ABD 103.579  632.881
Hong Kong, Cin 54.871 213.432
Almanya 18.593 157.082
Liiksemburg 13.712 104.114
Hollanda 18.329 89.832
Avustralya 14.994 82.929
Belgika 7.926 64.637
Birlesik Arap Emirlikleri ~ 14.155 44,763
Suriye 4.985 28.915
Afganistan 915 14.225
Tiirkiye 717 13.973
Italya 737 12.960

Tiirkiye yaklasik 14 milyon ABD dolar ihracat miktari ile diinya genelinde 12. sirada
yer almaktadir (Cizelge 2.4). Fistiklarin daha kiigiik ve fiyatinin yiiksek olmasi
uluslararas1 piyasa agisindan zorluklar olusturmaktadir. Tadinin daha yogun olmasi
ise Onemli bir avantajdir. S6z konusu {riinlerin tanitiminda bu &zelligin
vurgulanmasi pazarlama agisindan onemlidir. Uretici konumda bulunan ABD’nin
son yillarda iilkemiz Antep fistig1 ithalat¢isi durumuna gelmesi bu 6zelligin
pazarlanmasiyla iliskilendirilmektedir (Babadogan, 2007). Diinya Antep fistigina ait

veriler Sekil 2.3 te gdsterilmistir.

4 )
Top imports - Pistachios - 2010
— 15000
—mm_/
| 10000 =
200000 < =
3 5
2 7
(=] —
— #
- =2
E o
5 | =000 .S_:"’..
200000 -
| 0
-
China, Germany Chwna Licembour  Netharland kaly France Smman Span
H; E Federation
T : I value (1000 §)
Area [ Unit value ($/tonne)

Sekil 2.3 : Diinya Antep fistig1 ithalati (FAOSTAT, 2013).



Sekil 2.3’te de goriildiigii iizere Hong Kong-Cin, Almanya ve Cin Halk Cumhuriyeti
ithalat yapan baslica iilkelerdendir. FAOSTAT 2010 yili verilerine gore 2 milyar
ABD dolarin1 asan diinya Antep fistig1 ithalatinda, Hong Kong %28’lik pay ile ilk
sirada yer almaktadir. Bu iilkeyi Sirasiyla Almanya (%14) ve Cin Halk Cumbhuriyeti
(%11) takip etmektedir. Diger bazi iilkelere ait veriler Cizelge 2.5’te gosterilmistir.

Cizelge 2.5 : Diinya Antep fistig1 ithalati (FAOSTAT, 2013).

Ulkeler 2010 2010
(ton) (10009%)
Hong Kong, Cin 98.747 569.756

Almanya 33.675 269.874
Cin Halk Cum. 54.281 212.136
Liiksemburg 25.239 129.299
Hollanda 14.784 106.892
Italya 10.655 106.697
Fransa 9.770 88.066
Rusya Federasyonu  13.355 82.999
Ispanya 9.840 77.168
Belgika 9.032 72.483

2010 yili ithalat miktar1 330 bin tonu asmistir ve diinya Antep fistig1 ithalatinda
Hong Kong yaklasik %30°luk paya sahiptir (Cizelge 2.5).

Tirkiye’nin Antep fistig1 ihracat verileri incelendiginde ise dalgalanmalar

gozlenmektedir (Cizelge 2.6).

Cizelge 2.6 : Tiirkiye ihracati (Ekonomi Bakanlig1 Bilgi Sistemi, 2012).

Ulkeler 2010 2011 Degisim (%) Pay
Ihracat Ihracat 2010-2011 (%)
ton 1000$ ton 1000$ (9)
italya 252 5.069 549 11.180 120,6 479
Almanya 91 2.408 96 2.298 -4,6 9,8
[srail 104 2.005 107 2.097 4,6 9,0
Belgika 55 1.126 87 1.623 44,1 7,0
Suudi 3 48 69 1.446 2.882,3 6,2
Arabistan
Mersin Serbest 6 100 64 1.059 957,8 45
Bolgesi
ABD 19 271 57 929 243,2 4.0
Fransa 5 127 21 521 308,7 2,2
Isvicre 12 267 17 444 65,9 1,9
Tunus 3 28 21 322 1.043,2 1,4
Genel Toplam 717 13.971 1.160 23.342 67,1 100,0




Cizelge 2.6’daki iilke bazinda ihra¢ pazarlarimiz incelendiginde en biiyiik payr %48
ile Italya’nin olusturdugu, bu iilkeyi sirasiyla Almanya (%10), Israil (%9) ve
Belgika'nin (%7) izledigi goriilmektedir. Ihracattaki bu dalgalanmalarin sebebi,
tirtiniin periodisite (agacin bir yil iiriin verirken, diger yil daha az vermesi ya da hig
vermemesi) egiliminde olusuna, iklim kosullar1 kaynakli {iretim miktarlarindaki

diisiislere veya artiglara baglidir.

2.3 Antep Fistig1 Uretimi

Antep fistig1, kuzey ve giiney yarim kiire 30-45° paralellerinin uygun iklime sahip
bolgelerinde yetisir ve “Yakin Dogu Gen Merkezi” ve “Orta Asya Gen Merkezi”
olmak iizere iki vatan1 vardir. Yakin Dogu Gen Merkezi; Anadolu, Kafkasya, iran ve
Tirkmenistan'in  yiiksek kisimlarmi i¢ine alir. Orta Asya Gen Merkezi ise
Hindistan’in kuzeyi, Afganistan, Tacikistan ve Pakistan’in yer aldig1 bolgeyi kapsar.
Antep fistigmin kiiltiir formlarinin gen merkezi ise Anadolu, iran, Suriye, Afganistan
ve Filistin’dir.

Antep fistig1, baska bitkilerin yetisemeyecegi bolgelerde yasamini devam ettirebilir
ve lirlin verebilir. Dikilen fidanin ¢abuk gelismesi, erken meyveye yatmasi, bol ve
diizenli iiriin vermesi i¢in toprak sartlarinin uygun olmasi ve bakim iglerinin iyi
yapilmasi gerekmektedir. Toprak 6zellikleri ise, derin kumlu-tinli biinyede ve kismen
kire¢ igermelidir (Giil-Yavuz, 2011). Ozellikle verimsiz, tuzlu ve alkali topraklarda,
degisen periyotlarda kuraklik stresine maruz ortamlarda iiretilebilmektedirler. Antep
fistiginin derin kok sistemi ve yaprak yapisit nedeniyle, kuraklik stresine yiiksek
kapasitede dayanmiklidir. Diger meyve agaci tiirlerine kiyasla su stresine karsi en
yiiksek performansa sahip tiir oldugu bilinmektedir. Aga¢ kokleri, su potansiyeli son
derece az olan topraklarda, etkin bir sekilde toprak neminden faydalanabilmektedir
(Bagheri ve dig, 2011). Agagclar ilk 5-8 y1l arasinda meyve vermemekte, 15-20 yildan
once verim maksimum diizeyde saglanamamaktadir. Ayrica fistik agaglari ya iki
yilda bir meyve vermekte ya da bir sonraki yil daha kiiciik boyutta meyve

vermektedir.

Antep fistiginin ekonomik olarak yetistirilecegi bolgelerde iklim ozellikleri ise
yazlar1 uzun, sicak ve kurak, kislart nispeten soguk olmalidir. Yaz aylarinda,
meyvenin gelisebilmesi ve olgunlagmasi i¢in olduk¢a fazla ve uzun siire yiiksek

sicakliga, kis aylarinda ise belli bir siire diisiik sicakliga ihtiya¢ duyulmaktadir (Giil-
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Yavuz, 2011). Tirkiye’de iiretim en yiiksek Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde
gerceklestirilmektedir. Uretim bdlgelerine bagl olarak, mevcut fistik cesidi Cizelge
2.7°de yer almaktadir.

Cizelge 2.7 : Tirkiye’de siklikla yetistirilen Antep fistiklar1 (Babadogan, 2007).

Cesit Antep fistig1 ¢cesidinin 6zellikleri

Uzun Ebat1 kii¢iik olmasina ragmen lezzeti ile ¢ok {inliidiir. Diger
cesitlerle kiyaslandiginda daha gec olgunlasir fakat verimi daha
yiiksektir. Gida sanayinde kullanimi yiiksek, lilkemizde bulunan en
yaygin gesittir.

Kirmizi Agirhikli olarak Gaziantep ilinin yiiksek kesimlerinde yetisir ve
erken olgunlagmasi tercih edilme nedenidir.

Siirt Iri taneli ve yiiksek citlak orani ile popiilerdir.

Halebi  Sicak bolgelerde yetisir. Kuruyemis olarak tiiketilmesinin yani sira,
gida sanayisinde hammadde olarak kullanilmaktadir.

Ohadi  Ebatlar1 biiyiiktiir, daha ¢ok kuruyemis olarak tiiketilir ve geg
olgunlasir.

Cizelge 2.7°de belirtilen tiirlerin diginda keten gdmlegi, beyaz ben, degirmi, ¢cakmak,
sultani, vahidi, miimtaz, sefidi, haci serifi iilkemizde yetistirilen Antep fistig

cesitlerindendir (Babadogan, 2007).

Antep fistig1 iiretim basamaklar1 incelendiginde ise siireci hasat Oncesi, hasat ve

hasat sonras1 olarak gruplanmaktadir.
2.3.1 Hasat dncesi basamaklar

2.3.1.1 Bitki koruma uygulamalar

Antep fistig1 agaclarinda genellikle mayis ve haziran aylarinda meyvelerin kabuklari
hala yumusak oldugundan bocek istilasina karsi zedelenebilir yapidadir ve genellikle
ciftciler boceklere karst bitki koruma uygularlar. Olgunlasma (¢ekirdek gelistiginde,
rengi kirmizi-mora doner ve kolayca kabugundan ayrilir, kabuk sertlesir ve ¢atlar,
govde yumusar) temmuz ayinda baslar ve agustos aymin son giinlerinde, hasat
baslarken sona erer. Bocek istilalar1 esik degerlerin iizerinde degilse genellikle bu

asamada bitki koruyucu {irtinler kullanilmaz (Georgiadou ve dig, 2012).

Aspergillus tiirleri bitki hastaliklarinin ana etkenleri olarak diisiiniilmese de cesitli
bitkilerde baz1 hastaliklara yol acabilirler. Antep fistiklarinda, Aspergillus niger kif
tirti “Aspergillus meyve c¢iiriimesi” hastaligina yol agmaktadir (Kocsube ve dig,
2013).
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2.3.1.2 Sulama ve giibreleme

Olgunlagsma doneminde (temmuz-agustos), fistik agaclar1 genellikle iki ila dort defa
aras1 sulanmaktadir. Sulama ile paralel olarak, potasyum nitrat ve amonyum nitrat

gibi suda ¢6ziiniir giibre kullanilir (Georgiadou ve dig, 2012).

2.3.2 Hasat

Hasat zamani, her Antep fistig1 bahgesi i¢in farklidir ve iretici tarafindan karar
verilir. Mekanik hasat yontemi kullanilmiyorsa hasat islemi, agac altindaki alan1 ve
etrafim1 koruyucu sert bir kumas ile ¢evreleme, aga¢ dallarini elle sallama ve diisen

meyveleri ¢uval iginde muhafaza etme adimlarini igerir (Georgiadou ve dig, 2012).
2.3.3 Hasat sonras1 basamaklar

2.3.3.1 Kabuk ayirma

Yumusak govdeyi kabuktan ayirma islemi, hasattan sonra mekanik olarak su igi
kabuk ayiricilar tarafindan gergeklestirilir. Bu adimda ¢6p, bos, tam gelismemis veya
diisiik agirhiktaki fistiklar yiizdiirme yontemine gore siniflandirilmaktadir. Kabugu
uzaklagtirllmig fistiklar cuval igine doldurulur ve kurutma islemine gecilir

(Georgiadou ve dig, 2012).

2.3.3.2 Kurutma

Kurutma, kabuk ayirmadan hemen sonra (normalde aynm: giinde) ya mekanik olarak
sicak hava kurutucularda ya da giines altinda (fistiklar diiz beton ¢atilara, 2-3 cm
kalinliginda ince tabaka halinde yayilarak) gergeklestirilir. Georgiadou ve dig. (2012)
yaptig1 calismada, mekanik kurutmanin, kabuk ayirmadan sonraki giin 63°C
sicaklikta 8 saat siirdiigiinii belirtmistir. Gilines altinda kurutma ise kabuk ayirmadan

hemen sonra 25-35 °C sicaklik, %54-80 bagil nem araliginda 4 giin siirmiistiir.

Yapilan c¢alismalar, kurutma kosullarinin ve/veya kurutulmus {irlinlerin
depolanmasinin, ¢ekirdegin kompozisyonal degisiklikleri {izerine etkisi oldugunu
gostermistir. Kurutma, kabuk c¢ikarmaya kiyasla daha kolay bir siire¢ olarak kabul
edilebilir ancak yiiksek kurutma sicakligi, lipid hidrolizi ve oksidasyonu sebebiyle

kotii tatlar olusturabilmektedir (Tsantili ve dig, 2010).
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2.3.3.3 Elle ayirma

Elle ayirma diisiik kaliteli meyveleri (renksiz, kii¢iik boyutlu veya diizensiz sekilli)
uzaklastirmak i¢in kullanilan yaygin bir uygulamadir (Georgiadou ve dig, 2012).

2.3.3.4 Depolama

Saklama kosullart iireticilerin kendine has uygulamalarina gore farklilik gosterir.
Kurutulmus fistiklar oda sicakliginda depolanabilir ya da buzdolab1 sicakliklarinda

saklanabilir (2-6 °C) (Georgiadou ve dig, 2012).

2.4 Antep Fistig1 Kalite Kriterleri

Antep fistig1 cesitlerinin arzu edilen karakteristik Ozellikleri; biyik fistik ve
cekirdek, yiiksek citlama orani, yillik diizenli meyve verme ve yliksek yesil renkli
cekirdek ylizdesi olarak siralanmistir (Seferoglu ve dig, 2006). Bu sebeple; sekil,
boyut, renk, ¢itlama ylizdesi Antep fistig1 piyasasinda énemli kriterlerdir. Cesit ve
kurutma kosullart; nem igerigi, fistik orani, ¢ekirdek boyutlari, kabuk goriiniimii,
¢itlama yiizdesi ve kompozisyon farkliliklarini etkilemektedir (Tsantili ve dig, 2010).
Cekirdek rengi, kompozisyon farkliliklarini yansitir ve Antep fistigi kalite
Ozelliklerinden biridir; ancak bu konuda raporlar nispeten sinirlidir (Bellomo ve
Fallico, 2007; Seferoglu ve dig, 2006).

Kiif kontaminasyonu, mikrobiyolik kalite kriterlerindendir. Tarimsal {irinlerde, OTA
diizeyi enleme bagli olarak iklimden etkilenir. Ayrica hasattan Once gozlenen,
sicaklik ve bagil nem degerleri gibi iiriiniin yetistirildigi yilin 6zel kosullar1 etkili
olmaktadir (Remiro ve dig, 2012). Antep fistiklar1 yiiksek aflatoksin kontaminasyon
riskine sahip gida maddeleridir. Kontaminasyon; sicaklik, nem, topragin islenmesi
sirasinda diisen yagisin boyutu, hasat ve hasat sonrasi siirecte diisen yagisin boyutu
gibi g¢evresel faktorlerden etkilenmektedir. Hem tiiketici sagligini korumak hem de
ireticilerin ¢ikarlarimi g6z etmek amaciyla aflatoksin kontamisnasyonunu miimkiin
olabilecek en diisiik seviyeye indirecek pratik miidahaleler uygulamaya konmalidir.
Bu konuda basarisiz olmak ise, iireticilere yikici ekonomik sonuglar dogurmaktadir.
Ayrica tiiketicileri degerli bir besin 6gesinden ve Antep fistigi tiiketim zevkinden
mahrum birakir (Dini ve dig, 2013).
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Yer fistig1 ile yapilan bir ¢alismada, ekim, hasat, kurutma, tasima ve depolama
sirasindaki -~ kotii  tarim  ve  dretim  uygulamalarinin, yiiksek  aflatoksin
kontaminasyonuna yol agtig1 bildirmistir (Stojanovska ve dig, 2013). Benzer sekilde
Antep fistiginda Iyi Tarim Uygulamalar1 (GAP), Iyi Uretim Uygulamalar1 (GMP) ve
Iyi Hijyen Uygulamalari (GHP)’nin her asamada dikkatle uygulanmasi

kontaminasyonlarin dnlenmesi agisindan 6nem tagimaktadir.

Aspergillus tiirlerinden sadece smirli sayida olani, canli bitki dokularinda
bulunabilmekle birlikte, sik sik tarim tiriinlerinde hasat sonrasi kontaminasyonlardan
sorumludurlar. Aspergilli isleme, tasima ve hasat dahil olmak iizere farkli
asamalarda, tarimsal iiriinleri kontamine edebilir. Bu organizmalarin neden oldugu
gida bozulmalarindan en 6nemlisi ise mikotoksin olusturmalaridir. Mikotoksinler,
insan ve hayvan sagligi tizerinde zararli etkilere sahiptir. Tarim {iriinlerine zarar
verebilecek bazi mikotoksinler tespit edilmis olup, ekonomik agidan en 6nemlileri
aflatoksin, okratoksin, fumonisin ve patulin olarak belirlenmistir (Kocsube ve dig,

2013).
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3. OKRATOKSIN A

Okratoksin A (OTA), kiifler tarafindan tretilen ikincil metabolitlerden biridir ve
Aspergillus ve Penicillium cinsi kiifler tarafindan iiretilir (Jaksic ve dig, 2013; Afsah-
Hejri ve dig, 2012). Aspergillus cinsi kiiflerden Aspergillus ochraceus, Aspergillus
niger ve Aspergillus carbonarius ile Penicillum verrucosum OTA fireticisi ana
kiiflerdir.  Aspergillus, tropik bolgelerde gida ve yemlerin  okratoksin
kontaminasyonundan sorumlu olan ana kiif cinsi olarak bilinmektedir (Afsah-Hejri
ve dig, 2012). Aspergilli cinsi Penicillia’ya kiyasla daha sicak iklimleri severken,
Penicillia diisiik sicakliklarda optimum gelisme gosterir (Hayat ve dig, 2012). OTA
diinya genelinde farkli bolgelerde; tahillarda (arpa, bugday, misir ve yulaf), yesil
kahvede, kakaoda, baharatlarda, iizlim suyu ve sarapta tespit edilmistir (Toffa ve dig,
2013). Nefrotoksik, karsinojenik, hepatotoksik, teratojenik ve immunotoksiktir
(Hashemi, 2009). Danimarka domuz nefropatisi igin etiyolojik etmendir. BEN olasi
etkenidir; bobreklerde tiibiillerin dejenerasyonu, doku i¢i fibrozis ve hiyalinizasyon
ile iligkilendirilir. IARC tarafindan 1993 yilinda insanlar i¢in olasi karsinojen olarak
simiflandirilmistir (Grup 2B) (Kocsube ve dig, 2013). Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi  (EFSA), insanlarda okratoksinlerin tolere edilebilir haftalik alimim
(Tolerable Weekly Intake-TWI) 120 ng OTA/kg viicut agirlig1 olarak belirlemistir
(EFSA, 2006).

OTA, 1965 yilinda Aspergillus ochraceus suslarinin ikincil metaboliti olarak
kesfedilmistir (Fabiani ve dig, 2010). 7-(I-b-fenilalanil-karbonil)-karboksil-5-kloro-
8-hidroksi-3,4-dihidro-3R metil izokumarin yapidadir (Sekil 3.1). Toksin; berrak,
renksiz, mavi floresans veren kristal bir bilesiktir ve asidik karaktere sahiptir
(Frenette ve dig, 2008). Analitik prosediirlerde, OTA’nin zay1f organik asit davranisi
onem teskil etmektedir (Hashemi, 2009). OTA goreceli kararlidir; pisirme, kavurma
ve fermantasyon gibi gida islemelerine dayaniklidir (Novo ve dig, 2013). Schmidt-
Heydt ve dig. (2011) tarafindan, Okratoksin A iiretiminin karanlik evrelerde daha
yiiksek, 151k altinda ise daha diisiik oldugu saptanmistir.
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Sekil 3.1 : Okratoksin A’ nin kimyasal yapis1 (Bazin ve dig, 2013).

Sekil 3.1°de kimyasal yapisi gosterilen OTA, pentaketit yapidadir ve diisiik molekiil
agirh@ina sahiptir (Kocsube ve dig, 2013; Hayat ve dig, 2012). OTA iireticisi kiifler,
ilgili diger bilesikleri de olusturabilirler. Bunlara 6rnek olarak okratoksin B (OTB),
okratoksin C (OTC), okratoksin A metil ester (MeOTA) ile OTB metil ve etil esterler
(sirasiyla MeOTB ve EtOTB) verilebilir. Sekil 3.2°de bu bilesiklere ait molekiiler

yapilar gosterilmistir.

CH, I\

MNH 0

CH,
R1

Okratoksin R} R,

OTA Cl H
MeOTA Cl CHs
oTC Cl  CHsCH,
oTB H H

MeOTB H CH;
EtOTB H CHsCH;

Sekil 3.2 : Okratoksinlere ait molekiiler yapilar (Remiro ve dig, 2012).

Sekil 3.2°de yer alan okratoksinlerden, OTC’nin hiicre kiiltiirlerinde OTA’dan daha
toksik oldugu kanitlanmistir. Esterlesme OTC’nin hiicrelere penetrasyonuna olanak
saglar ve viicutta hizla OTA’ya doniistiiriiliir; bu da doku konsantrasyonlarini ve tiim
toksisiteyi maksimum diizeyde etkiler. Bu sebepten dolayr OTA ile OTC arasinda
sinerjist toksik etkiler bulunur. OTB’nin ise OTA’ya kiyasla on kat daha az toksik
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oldugu belirtilmistir; ancak bazi g¢alismalar OTB’nin sitotoksik, nefrotoksik ve

teratojenik etkilerinden bahsetmektedir (Remiro ve dig, 2012).

OTA, 7-karbonil grubu yoluyla 1-B-fenil alanine bagli klor igeren dihidroizokumarin
yapisindadir (Fabiani ve dig, 2010). Sekil 3.3° de OTA’ nin biyosentezi yer

almaktadir.
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Sekil 3.3 : Okratoksin A biyosentezi (Unal, 2009).

Sekil 3.3’te biyosentezi ayrintili olarak gdsterilen izokumarin tiirevleri olan OTA, L-
B fenilalanine amid bag: ile bagli, biyosentetik orijinine gore poliketidler grubu
iginde pentaketitler olarak smiflandirilmis bilesiktir. Pentaketitler, asetil ve malonil
CoA’dan olusurlar ve sikiilizasyon ve aromatizasyon ile pentaketitler izokumarine
dontismektedirler. Karboksi tiirevinin oksidasyon, klorinasyon, metilasyon ve asit
aktivasyonlar ile sikimik asit yolu sonrast olusan fenilalanin ve fosfookratoksin A,

OTA’y1 olusturmaktadir. Klorinasyon islemi, kloroperoksidaz enziminin aktivitesi ile
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gerceklesmektedir. Kloroperoksidaz, biyosentezi baslatan enzimdir; diisiik substrat
spesifitesi gosterir, hayvan ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunmaktadir.
OTA biyosentezinde ana kisimlar fosfookratoksin A ve fenilalalanin etil esteri
olusumu, ardindan bunlarin birlesme reaksiyonlaridir. Birlesme, okratoksin sentetaz

kompleksi ile olur. Bu sirada, ATP ve Mg*" reaksiyon igin gereklidir (Unal, 2009).

3.1 Okratoksin A Ureticisi Kiifler

Okratoksin A, Aspergillus ve Penicillum cinsine ait bazi1 kiif tiirleri tarafindan
iretilen toksik, ikincil metabolitlerdir. Aspergilli cinsine ait Onemli iireticiler;
Aspergillus ochraceus (ilk toksin izolasyonu gerceklestirilen tiir), Aspergillus

carbonarius ve daha az yaygin olan Aspergillus niger olarak siralanabilir.

Aspergillus cinsi kiifler Circumdati, Nigri ve Flavi olmak iizere ti¢ sectiona ayrilir.
Circumdati, yiiksek miktarda OTA iireticisi 10 farkl tiir i¢erir; Aspergillus cretensis,
Neopetromyces muricatus, Aspergillus pseudoelegans, Aspergillus roseoglobulosus,
Aspergillus  westerdijkiae, Aspergillus flocculosus, Aspergillus sulphureus,
Aspergillus steynii, Aspergillus ochraceus ve Aspergillus sclerotiorum. Flavi iyesi
tirler, Aspergillus alliaceus ve Aspergillus albertensis, section Nigri tiirleri ise
Aspergillus carbonarius, Aspergillus niger, Aspergillus lacticoffeatus ve Aspergillus

sclerotioniger’dir.

Aspergillus steynii ve Aspergillus westerdijkiae, yakin zamanda A. ochraceus’tan
ayrilmistir ve A. ochraceus toksijenitesine kiyasla giiclii, kararli okratoksin A
tireticileri olarak bildirilmislerdir (Kocsube ve dig, 2013). Diger yandan, Penicillum
cinsine ait Penicillum verrucosum and Penicillum nordicum OTA iireten kiiflerdendir
(Heperkan ve dig, 2009; O'Callaghan ve dig, 2013).

Aspergilli, liziim ve {iziim {riinlerinde, 6zellikle sarapta (A. carbonarius, A. niger),
baharat, kahve ve kakaoda (A. ochraceus, A. westerdijkiae, A. steynii, A.
carbonarius, A. niger), incirde (A. alliaceus, A. niger) OTA varligindan sorumlu olan

baslica kiif cinsidir.

Penicillium cinsi kiiflerin tahillarda (P. verrucosum), et ve peynirde (P. nordicum)
tespit edildigi gozlenmistir (Kocsube ve dig, 2013; Schmidt-Heydt ve dig, 2011). P.
nordicum jambon, peynir ve zeytin gibi sodyum kloriir (NaCl) agisindan zengin

fermente gidalarda bulunurken, P. verrucosum, yalnizca tahil ve tahil iirlinlerinde
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okratoksin A varligindan sorumludur ve neredeyse sadece hububat kontaminasyona
sebep olan depo kiifii olarak bilinmektedir (Heperkan ve dig, 2009; O'Callaghan ve
dig, 2013).

OTA freticisi Aspergillus ochraceus tropikal bélgelerde hakimken, Penicillium
verrucosum daha iliman bolgelerde; Dogu ve Kuzey Dogu Avrupa, Kanada ve
Giiney Amerika’nin baz1 kisimlarinda daha yaygindir (O'Callaghan ve dig, 2013). Bu
kif tirii Danimarka gibi nispeten soguk iklimli iilkelerde, OTA iireticisi birincil kiif

olarak bildirilmektedir (Heperkan ve dig, 2009).

Aspergillus section Nigri okratoksijenik kiifleri, 1lik ve tropikal iklime sahip
bolgelerde tespit edilmistir. Cesitli substratlarda gelisebilme yeteneginin yani sira,
farkli nem, pH ve sicaklik kosullarini tolere etme 6zellikleri vardir (Suarez-Quiroz ve
dig, 2004). Avrupa’dan izole edilen A. carbonarius ve A. niger igin optimum kiif
gelisme ve OTA iiretme sicaklilart sirasiyla 35-37°C ve 15-25°C’dir (Heperkan ve
dig, 2012). A.carbonarius en yiiksek okratoksijenik potansiyele sahip olan kif
tiiridiir. Ozellikle Akdeniz bolgesi saraplarin1 kontamine etmekle sorumludur (Hayat
ve dig, 2012). Uziimleri ve dolayisiyla bu iiziimlerden elde edilen saraplari
kontamine etmektedir. Aspergillus alliaceus incirin yani sira sert kabuklu
meyvelerde tespit edilmektedir. Antep fistiginda okratoksin A {iretiminden sorumlu

birincil kiif ise Aspergillus ochraceus’tur.

Nem, sicaklik, substrat yapist ve diger faktdrler OTA iireten suslarin gelismesinde ve
toksijenitelerinde 6nemli rol oynar. Bu faktorlerden biri olan pH, hasat sonrasi
proseste (geleneksel veya ekolojik 1slak metot ve kuru metot) A. ochraceus
gelisiminde veya OTA iiretiminde etkin bir rol oynamaz. Ancak su aktivitesinin (ay)
etkisi Onemlidir; gelisim ve toksin olusturma i¢in optimum deger 0,95tir. 0,80
altindaki a,’lerde kiif gelisimi gerceklesemez. Kahve gibi diisiik ay’ye sahip gidalar
kif gelisimi agisindan giivenli gida maddeleridir. Su aktivitesinin gelisim igin uygun
oldugu kosullarda ise sicaklik toksin miktarini etkilemektedir. Toksin olusumu, 10
°C ile optimum sicaklik olan 35 °C arasinda gergeklesebilmektedir. Proses
basamaklarinda ise, kurutma kritik bir asamadir; ¢linkii A. ochraceus igin elverisli
kosullar (0,99-0,80 a,) iki ya da daha fazla giin boyunca saglanmis olabilir.
Depolama esnasinda ise kiif gelisimini etkileyen faktorler su aktivitesi ve sicakliktir
(Suarez-Quiroz ve dig, 2004). Barberis ve dig. (2009), yer fistiklarinda depolama

esnasinda kiif gelisimini incelemistir ve iirlin i¢in uygun saklama kosullarini,
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maksimum %9 nem, %70 bagil nem ile 20°C ¢evre sicakligi olarak bildirmistir. Bu
degerler iizerinde kiif (baslica Aspergillus cinsi) gelisimi ve yer fistiginda bozulmalar

gozlemlemislerdir.

3.2 Okratoksin A’min Saghik Uzerine Etkileri

Gidalarda mikotoksinlerin neden oldugu degisiklikler, mikotoksin tiiriine ve maruz
kalman miktara baghdir. Mikotoksin kaynakli hastaliklar bulasic1 degildir;
antibiyotik veya diger ilaglar ile tedavi edilemez. Zehirlenmeler, ikincil toksikoz
seklinde oldugu gibi, primer akut veya kronik zehirlenme seklinde de kendini
gostermektedir. Mikotoksinlerin ¢alisma mekanizmasi, ¢esitli doku, organ ve organ
sistemlerinde fonksiyonel ve yapisal degisikliklere neden olan karmasik bir
mekanizmadir. Insan ve hayvan sagh@ iizerine zararl etkileri siklikla kiimiilatiftir;
hedef dokuya giris ve birikim uzun bir siirectir. Kimyasal yapilarindaki bir dizi
farkliliklar goz ontine alindiginda mikotoksinler, karsinojenik, mutajenik, teratojenik,

embriyotoksik gibi farkli biyolojik etkiler gostermektedirler (Krilove ve dig, 2013).

Okratoksin A, gidalari, yemleri ve mesrubatlar1 siklikla kontamine eden zararli bir
mikotoksindir (Ranaldi ve dig, 2009). Nefrotoksik, immunosupresif, teratojenik,
genotoksik ve karsinojenik dzellikler gostermektedir. Hayvanlarla yapilan deneyler
OTA’nin hedef organinin bobrek oldugunu gostermistir. OTA, hayvanlarin yani sira
insanlar etkileyen ¢esitli bobrek hastaliklarindan da sorumludur (Kocsube ve dig,
2013; Domijan ve dig, 2003). Farkli hayvan tiirleri iizerinde gesitli toksik etkileri
gozlenmistir; gliglii nefrotoksik ve bobrek kanserojeni davranisi sergiledigi, ayni
zamanda hepato-toksisiteye, immiinosupresyona ve teratojeniteye neden oldugu
bildirilmistir (Ranaldi ve dig, 2009). Danimarka domuz nefropatisi icin etiyolojik
etmen olup, OTA’ya maruz kalan baska hayvan tiirlerinde de bobrek bozukluklarina
neden olmaktadir. Insanlarda, BEN olasi etkenidir; bobreklerde tiibiillerin
dejenerasyonu, doku i¢i fibrozis ve hiyalinizasyon ile iliskilendirilir. IARC
tarafindan 1993 yilinda insanlar i¢in olas1 karsinojen olarak siniflandirilmistir (Grup

2B) (Kocsube ve dig, 2013).

OTA, sindirim sistemden nispeten yavasca emilir. OTA’nin plazma proteinlerine
yiiksek afinitesi, iyonize olmayan formdaki toksinlerin sindirim sisteminden pasif

emilmesine yol agan Onemli bir faktordiir. Ancak bu, ayn1 zamanda glomeriiler
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filtrasyon ve renal atilm yolu ile elimine edilmesini de zorlagtirmaktadir.
Karacigerde OTA hidrolizi, daha az toksik metabolitler olusturmaktadir. Bagirsak
icine safra yoluyla atilir ve geri emilime tabi tutulur. Atilim etkin sekilde idrar
yoluyla yapilir (%11 degismeyen OTA), fakat bobrek tiibiillerinde geri emilime
ugramasi, bobrekler ve muhtemelen tiim viicuttaki mikotoksin kalintisinin temel

sebebidir (Radulovic ve dig, 2013).

OTA’nin organlar ve dokular {izerine, apoptoz indiiksiyonu, oksidatif stres, protein
sentezinin  engellenmesi, kalsiyum homeostazi  bozuklugu, transkripsiyon
faktorlerinin modiilasyonu gibi farkli hiicresel etkileri vardir. Ancak, metabolizma ve
etki mekanizmalar1 heniliz tam olarak ortaya konamamistir ve yaymlanan verilerin
yorumlanmasi da doku, tiir ve cinsiyete Ozgii farkli etmenler sebebiyle oldukc¢a
karmagiktir. Bagirsak hiicrelerinin yliksek konsantrasyonlarda OTA’ya oldukca
dayanikli olduklart bildirilmistir; ancak beslenme faktorleri ya da belirli beslenme
kosullartyla iligkili olarak bagirsak mukozasinda OTA toksisitesinin artabilecegi
belirlenmistir (Ranaldi ve dig, 2009).

OTA’nin devretme/gegis etkisi ile siit, karaciger, bobrekte de varligi tespit edilmistir
(Li ve dig, 2013). OTA’l1 yemlerle beslenen domuz, kiimes hayvanlar1 ve diger
tirlerde OTA varliginin gozlenmesi bu 6zelligi kanitlanmistir (Duarte ve dig, 2012).
Domuzlarin ve kiimes hayvanlarinin yenilebilir kisimlarinda 6zellikle bobrekler ve
karacigerlerinde, OTA birikimi olasilig1 yiiksektir. Birikim, kaslar ve yag
dokularinda daha azdir (Radulovic ve dig, 2013).

3.3 Gidalarda Okratoksin A Varhgi

Cizelge 3.1° de OTA varliginin belirlendigi baz1 gidalar gdsterilmistir. Kocsube ve
dig. (2013) tahillarda, et ve peynirde, {iziim ve sarapta, kahve ve baharatta, incirde
siklikla Aspergillus ve Penicillum cinsi kiifler tarafindan olusturulan OTA varligina
rastlandigini bildirmiglerdir. Gidalarda ilk OTA kontaminasyonu 1969 yilinda
misirda tespit edilmistir. Cok sayida kiiftin OTA iireticisi olmasindan dolay1 farkl
tirtinlerde kontaminasyonlar saptanmistir. Bunlar arasinda organik siit, kurutulmus

biber, serbetciotu gibi gida maddeleri de bulunmaktadir.
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Cizelge 3.1 : Gidalarda okratoksin A varligi.

Gida Ormegi  Ulke Yontem Or-  Po-  Aralik Deger Referans
nek zitif (ugkg?)
Sa-  Or-
yist  nek
Sa-
yis1
Toplam 65 17 Zhang ve
Bugda 22 8 4,248 .
Misr Cin ELISA 23 6  7.360 dig, 2011
Piring 20 3 3,380
Kahvaltilik 37 8 0,32 Ozden ve
gevrekler Tiirkiye HPLC dig, 2012
Tahilli bebek 21 4 0,14
mamalari
Tarhana 84 47 0,41
ornekleri
Arpa Cek UPLC 39 1 0,3 Belakova ve
Malt 58 1 0,7 dig, 2011
Serbet¢iotu 5 1 0,6
Normal bira  Cek UPLC 72 30 0,122 Belakova ve
Dark bira 18 8 0,025 dig, 2011
Spesiyal bira 10 4 0,023
Alkolsiiz bira 15 5 0,026
Kirmizi sarap Cin HPLC 28 28 0,003-0,044  Mao ve dig,
2013
Kirmizi sarap  Ispanya HPLC 96 95 <LOD-0,455 Remiro ve
dig, 2013
Organik Siit  italya HPLC 63 3 0,07-0,11 Pattono ve
Siit 20 0 - dig, 2011
Kurutulmus Malezya HPLC 80 65 0,2-101,24 Jalili ve
biber Jinap, 2012
Kirmizi biber Macaristan HPLC- 17 6 35 Goryacheva
MS/MS ve dig, 2006
Antep fistigr ~ Katar HPLC 6 0 <LOD Abdulkadar
Yer fistigi 4 0 <LOD ve dig, 2004
Yer fistig1 7 0 <LOD
ezmesi
Karisik 6 5 0,16-5,12
baharat tozu
Toz biber 6 4 5,50-69,28
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3.4 Okratoksin A Tle Tlgili Yasal Diizenlemeler

Birgok iilke zaman igerisinde, mikotoksinlerin insan ve hayvanlarin sagligina zarar
veren, Kkarsinojenik, mutajenik, teratojenik ve diger olumsuz etkilerine karsi
bilinglenmis, bdylece mikotoksinlerin gidalarda bulunabilecek maksimum tolere
edilebilir seviyeleri belirlenmistir (Dini ve dig., 2013). Okratoksin A, potensiyel
kanserojen olarak siniflandirilan zararli mikotoksinlerden biridir. Cizelge 3.2’de
Avrupa Komisyonu (EC) tarafindan belirlenen gidalarda OTA maksimum limitleri

yer almaktadir.

Cizelge 3.2 : Gidalarda okratoksin A limitleri (EC, 2006).

Maksimum
Gida Maddesi limit

(ng/ke)
OKRATOKSIN A
Islenmemis tahillar 5,0
Tahildan elde edilen tliim {riinler (dogrudan tiiketime 30
sunulan tahillar ve islenmis tahil {irtinleri dahil) ’
Kurutulmus asma meyveleri (kusiliziimii, kuru iiziim ve 10.0
cekirdeksiz tiziim dahil) ’
Kavrulmus kahve ¢ekirdegi ve 6giitiilmiis kahve 50
Kahve ekstrakti, c¢oziinebilir kahve ekstrakti veya 100

¢Oziinebilir kahve

Sarap (kopiiklii sarap/sampanya dahil, likor saraplar1 ve
hacmen alkol miktar1 en az %15 olan saraplar hari¢) ve 2,0
meyve saraplari

Aromatize sarap, aromatize sarap bazli icki ve aromatize

sarap kokteyli 2,0
Uziim suyu, {iziim suyu konsantresi, iiziim nektar ile
dogrudan tiiketime sunulan iiziim sirast ve iizlim sirasi 2,0
konsantresi

Bebek ve kii¢iik ¢cocuk ek gidalari 0,5
Bebekler i¢in 6zel tibbi amagli diyet gidalar 0,5
Baharatlar 15
Meyan kokii, bitki 6zii i¢erikli infiizyon gidalar 20,0
Sekerleme ve i¢eceklerde kullanilan meyan kokii ekstrakti 80,0

23



Cizelge 3.2°de yer alan Avrupa Komisyonu Direktifleri ile Tiirk Gida Kodeksi
(TGK)’nde belirtilen yasal diizenlemeler paralellik gostermektedir. AB iilkeleri ve
Tirkiye’de Antep fistig1 i¢cin OTA varligina ait maksimum limitler belirlenmemistir.
TGK (2008) tarafindan belirlenen OTA limitlerinde, diger gida maddeleri
(bulunmast muhtemel riskli gidalar) i¢in maksimum limit 10 pg/kg olarak
belirlenmistir. EFSA 2006 raporuna gore, genel niifusun OTA’ya haftalik maruz
kalma miktar1 15 ile 60 ng/kg viicut agirlig1 arasinda degismektedir. Bu oran,
belirlenen tolere edilebilir haftalik alim miktar1 120 ng/kg viicut agirligi’ nin
altindadir (Raiola ve dig, 2012).

3.5 Okratoksin A Analiz Yontemleri

Gidalarda genis Ol¢iide OTA varligina rastlanmaktadir. Tiiketicilerin sagligim
korumak amaciyla, OTA tespitinde kullanilan hizli, giivenilir ve hassas analitik
yontemlerin varligi gereklidir (Bazin ve dig, 2013). OTA analizi zor bir iglemdir;
yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC), ince tabaka kromatografisi (TLC),
enzim bagli immun test (ELISA), biyosensér ve goriiniir immunokromatografi ve
diger immunokimyasal yontemler gibi kokli metodolojiler kullanilmaktadir (Zhang
ve dig, 2011).

Mikotoksin analizlerinde HPLC etkin, yiiksek hassasiyete sahip, diger yontemlere
kiyasla en dikkat ¢eken yontemdir. Ozellikle floresans dedektorle birlikte
kullanildiginda; yiiksek segicilikte, diisiik 6lgiim limiti (LOQ) degerine sahip, dogru
analizler verir (Stojanovska ve dig, 2013). OTA’nin floresans dogasi nedeniyle;
immunoafinite kolon (IAK) veya kat1 faz ekstraksiyon temizlemeden sonra, floresans
dedektorle birlestirilmis sivi kromatografisi (LC / FLD) gidalarda OTA tespiti i¢in

resmilesmis yontemdir (Frenette ve dig, 2008).

Mikotoksin analizleri s6z konusu oldugunda 6rnek hazirlama ve temizleme asamalari
¢ok oOnemlidir (Stojanovskha ve dig, 2013). OTA analizinin temel adimlari;
ornekleme, gida matrisinden toksin ekstraksiyonu, ekstrakti saflagtirma (temizleme),
konsantre etme, ayirma, algilama, miktar belirleme ve pozitif bulgularin
dogrulanmasini icermektedir (Fabiani ve dig, 2010). IAK uygulamasi; antikora 6zgii
olusu, karmasik matrislere uygulanabilirligi, iy1 hassasiyet, dogruluk ve duyarlilig:

ile temiz ekstraktlar saglamaktadir (Stojanovska ve dig, 2013).
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LC / FLD, kiitle spektrometresi (MS) ile kiyaslanacak olursa daha diisiik deteksiyon
limitlerine (LOD) sahiptir. Ayrica daha kolay, daha diisik maliyetli ve daha
duyarhdir (Frenette ve dig, 2008).

TLC yontemi degerlendirilecek olursa; gida ve yem taramalarinda kesinlik ve
dogruluk agisindan yeterli degildir. Biyosensor yontemi ise hizli bir tarama saglar
ancak ekipmanlar yeni ve pahali olup, yaygin olarak kullanilmamaktadir.
Immiinokromatografi  testi ise hizli fakat yalmizca nitel analizlerde

kullanilabilmektedir.

ELISA yontemi; yiliksek duyarlilikta, kolay numune hazirlama ve ¢alisma imkani
sunan, hizli bir OTA genel tan1 yontemidir. Bununla birlikte, homojen immiino
teknikler heterojen olanlardan daha az hassas olarak bildirilmekte; rekabetci-dolayli
Ci-ELISA’nin, dogrudan ELISA yonteminden daha duyarli oldugu kabul
edilmektedir (Zhang ve dig, 2011). Rekabetci ELISA kiti de OTA saptanmasinda son
yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Bazin ve dig, 2013).

HPLC’nin olumsuz yonlerini ise Zhang ve dig. (2011); zahmetli ve zaman alic1, ¢ok
yonlii ekipman ve egitimli personel gerekliligi seklinde siralamigtir. IAK islem de
Bazin ve dig. (2013) tarafindan, oldukg¢a basit, hassas ve tekrarlanabilir olmasina

ragmen, kolonlarin kisa raf 6miirleri sebebiyle maliyetli olarak bildirilmistir.

Son on yilda, ¢esitli gruplar maliyet azaltma ile birlikte, hiz ve hassasiyet gelistirmek
icin  uygun alternatif yoOntemler {izerinde c¢alismaktadir. Bu yoOntemlere
immunoserolojik yontem, test seritleri ve biyosensorler drnek verilebilir. Yine de
giniimiizde, en yaygin olarak kullanilan yontem, immunoafinite kolon ardindan
izlenen, floresans dedektorle birlestirilmis ters faz yiiksek performans sivi

kromatografisidir (Bazin ve dig, 2013).
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4. AFLATOKSINLER

Aflatoksin (AF) grubu, toksik ve karsinojenik poliketit ikincil metabolitlerdir ve
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus nomius and Aspergillus
pseudotamarii suslari tarafindan tretilir (Dini et al, 2013, Cheraghali et al, 2007). En
yiiksek aflatoksin kontimanasyon riski, siklikla Aspergillus flavus gelisimininden
kaynaklanmaktadir (Georgiadou ve Yanniotis, 2012). Bircok aflatoksin, akut ve
kronik toksisite gostermekte; cok ¢esitli organizmalarda mutajenik, karsinojenik ve
teratojenik etkiler sergilemektedir. IARC, AFB;’i 6ncelikle cigerleri hedef alan, grup
I karsinojen olarak siniflandirmaktadir (Heperkan ve dig, 2012; Cheraghali ve dig,
2007). AF kontaminasyon riski yiiksek olan iirlinler arasinda tahillar, misir, yer
fistig1, pamuk tohumu, Brezilya findigi, Antep fistig1, incir, baharat ve kurutulmus
hindistan cevizi i¢i (kopra) yer almaktadir (El tawila ve dig, 2013; Cheraghali ve dig,
2007). AF’nin beslenmeyle aliminda en 6nemli kaynaklar, dari, yer fistig1 ve onlarin
tiriinleri olarak belirlenmistir. Aflatoksinler, ¢ok c¢esitli tarim irlinlerini, &zellikle
yiiksek karbonhidrat ve/veya yag igerigine sahip gidalar1 kontamine ederler.
Aflatoksin kontaminasyonuna karsi hassas olan gida matrisleri, sert kabuklu

meyveler, baharatlar, misir ve diger hububatlardir (Campone ve dig, 2011).

Son yillarda, mikotoksinlerin insanlar ve hayvanlar iizerinde ciddi etkilere sahip
oldugu bilgisi, birgok tlilkede gida ve yemlerdeki mikotoksinlerin maksimum tolere
edilebilir seviyelerinin (MTL) belirlenmesine yol agmistir. Burada amag, insan
sagligimi korumak, ayni zamanda iireticiler ve tliccarlarin ekonomik ¢ikarlarin
kollamaktir. AFB; ve toplam aflatoksin (AFT) i¢in diinya genelinde belirlenen ve
bugiin de gegerliligini stirdiiren limit degerler sirasiyla 1-20 ng/g ve 0-35 ng/g’ dir
(Cheraghali ve dig, 2007).

Aflatoksinler dekaketit-tiirevi, karmasik biyosentetik yolla {iretilen ikincil
metabolitlerdir ve ekonomik agidan en kritik mikotoksinlerdir. AFB;
hepatokarsinojenik ve hepatotoksik 6zellikler sergiler (Kocsube ve dig, 2013). Sekil

4.1°de bu aflatoksine ait kimyasal yap1 yer almaktadir.
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O/CHB

Sekil 4.1 : Aflatoksin B;’in kimyasal yapisi (Luo ve dig, 2013).

Aflatoksin B; dogal olarak olusan, en etkili kanserojen olarak diinya genelinde

adindan sikca soz ettirmektedir (Sekil 4.1).

Bugiine kadar 20 aflatoksin tiirii tanimlanmistir ve bunlardan 4 tanesi gida ve
yemlerde bulunmaktadir (Luttfullah ve Hussain, 2011). Bu 4 aflatoksin tiiriine ait

kimyasal yapilar Sekil 4.2° de yer almaktadir.

Sekil 4.2 : Aflatoksinlerin kimyasal yapis1 (Coppock ve dig, 2012).

AFB;, AFB,, AFG; ve AFG;’ye ait molekiiler yapilar Sekil 4.2°de yer almaktadir.

4.1 Aflatoksin Ureticisi Kiifler

Tiim Antep fistig1 iiretici iilkeler (iran, ABD, Tiirkiye ve digerleri) aflatoksin

kontamisyonu problemiyle karsilasmaktadir. Bu durum yalnizca tiiketicilerin
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algisinda bir belirsizlik yaratmakla kalmaz; tiretimde ek maliyete; iiretici, dagitici ve
diger yan sanayilerin gelir kaybmma neden olmaktadir. Cesitli  calismalar
aflatoksinlerin tarlada, ayrica isleme ve depolama sirasinda gelisebildiklerini

gostermektedir. (Georgiadou ve Yanniotis, 2012).

Aflatoksinler, Aspergillus cinsine ait 3 farkli sectiona ait kiif tiirii tarafindan retilir;
Flavi (Aspergillus flavus, Aspergillus pseudotamarii, Aspergillus parasiticus,
Aspergillus  nomius, Aspergillus bombycis, Aspergillus parvisclerotigenus,
Aspergillus minisclerotigenes, Aspergillus arachidicola, Aspergillus togoensis),
Nidulantes (Emericella astellata, Emericella venezuelensis, Emericella olivicola) ve
Ochraceorosei (Aspergillus ochraceoroseus, Aspergillus rambellii) (Kocsube ve dig,
2013). Rodriguez ve dig. (2012), Aspergillus toxicarius, Aspergillus arachidicola ve
Aspergillus  minisclerotigenes ile Rhizopus’un da aflatoksin iirettiklerini
belirtmislerdir. Ayrica Penicillum cinsi kiiflerin, aflatoksin iiretici kiifler arasinda yer

almamasina karsin baz1 belirli suglarinin aflatoksin tiretebilecegi diisiiniilmektedir.

Section Flavi aflatoksinler, siklopiazonik asit ve kojik asit de dahil olmak iizere genis
yelpazede toksik bilesikler iiretme kapasitesine sahiptir. Bunlar arasinda ise,
aflatoksinler gida giivenligi agisindan en fazla oneme sahip olanidir. Ekonomik
acidan onemine bakildiginda, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus en sik
izole edilen aflatoksin fireticisi tiirlerdir. Ayrica, Aspergillus nomius Brezilya
findiklarinda 6nemli aflatoksin {iretecisi tiir olarak tespit edilmistir (Luo ve dig,

2012).

Kiifler toprak i¢inde bulunurlar; bitkileri, otlar1 ve tahillart ¢iiriitiirler. Gelismeleri
i¢cin uygun olan kosullarda organik substratlar1 ele gecirirler. Yiiksek nem igerigi ve

sicaklik bu kosullardandir (Luttfullah ve Hussain, 2011).

Antep fistiklart AF kontaminasyon riski yiiksek iiriinler arasinda yer almaktadirlar.
Aspergillus cinsi  kiifler siklikla Antep fistiklarinin  ¢ekirdegini  ¢iritiirler.
(Cheraghali et al, 2007). Antep fistiklarinda, bu kiifler fisttk hala agagtayken
cekirdegi infekte edebilir ve ciiriitebilirler (Georgiadou ve Yanniotis, 2012). AF
kontaminasyonunun fistik agacinda olus sikligi diisiik, seviyeleri oldukga gesitlidir.
Agacta yiiksek seviyelerde kontaminasyon fistiklarin  kiiciik  yiizdesinde
gerceklesmektedir (Cheraghali et al, 2007).
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Mikrobiyal yiikiin olasi varligi mikotoksinlerin tekrar orani riskini de beraberinde
getirmektedir. Jubeen ve dig. (2012), depolama siiresince nemin; agagta yetisen sert
kabuklu meyvelerde ve yer fistiklarinda mikrobiyal yiike, aflatoksin B; (AFB;)
varligina, tokoferoller ve yag asitleri profillerine etkilerini incelemistir. Nem oraninin
%10 ve %16’ya ¢iktig1 depolama kosullarinda kiif gelisiminin arttigini ve 12 haftalik
depolama siiresince tiim sert kabuklu meyvelerlerde, AFB; liretiminin gergeklestigini
tespit etmislerdir. Ayrica tokoferol iceriginin bu siiregten etkilendigi ve serbest yag

asitlerinin numunelerde arttigin1 gézlemlemislerdir.

4.2 Aflatoksinlerin Saghk Uzerine Etkisi

Mikotoksinler tarih boyunca diinyanin birgok farkli bolgesinde ¢ok sayida biiyiik
Olgekli zehirlenme, hayvan ve insan 6limiine neden olmustur. 1960 yilinda nedeni
bilinmeyen “Hindi X hastaligi”, 100.000 'den fazla hindi 6liimii ve diger 20.000
kiimes hayvaninda akut karaciger nekrozu bulgular ile sonuclanmis; ardindan bu
olaya neden olan faktorlerin belirlenmesi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. 1 yil sonra,
hayvan yemlerinde kullanilan ithal yer fistiklarindan Aspergillus flavus kiifu izole
edilmistir. UV 1s1k altinda floresans veren aflatoksinlerin kesfi arastirmalarda bir

doniim noktas1 olmustur (Kirilov ve dig, 2013).

Aflatoksinler oldukca toksijenik ve karsinojenik ikincil metobelitlerdir ve gida
giivenligini ilgilendiren 6nemli bir konudur (Luo ve dig, 2012). Bir¢ok aflatoksin
akut ve kronik toksisite gostermektedir. Cok ¢esitli organizmalarda mutajenik,
karsinojenik ve teratojenik etkiler sergilemektedir. IARC, AFB;’i dncelikle cigerleri
hedef alan, grup I karsinojen olarak siniflandirmaktadir (Heperkan ve dig, 2012;
Cheraghali ve dig, 2007). AF’nin zararli etkilerine 6rnek olarak; Nisan 2004'te
Kenya'nin orta ve dogu illerinde yasayan insanlar arasinda, kontamine misir alimiyla
aflatoksin zehirlenmesi sonucu akut hepatotoksisite salgini tespit edilmistir (Luo ve
dig, 2012).

Aflatoksinlerin en yaygin emilimi mide-bagirsak sindirim kanalindan, akciger ve
deriden gerceklesir. Yumusak dokularda ve hayvanlarin depo yaglarinda birikme
egilimi gosterirler. Karaciger, bobrekler gibi kendi biyosentezini gergeklestiren
dokularda en yiiksek seviyede birikmektedirler. Yem yoluyla alinan aflatoksinler 30
dakika igerisinde mide-bagirsak kanalindan gegerek kan dolagimina katilirlar ve 1

saat icinde karacigere ulasmis olurlar. AF molekiillerinin karaciger hiicrelerinde
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bozulmalart en az 6 yolla gerceklesir ve tiim metabolitler igerisinde AFB;

karacigerde kansere sebep olan en mutajen ajandir.

Aflatoksinli yemlerle beslenen hayvanlarin doku ve organlarinda, siitte, tavuklarin

yumurtalarinda aflatoksin kalintilar1 bulunabilir (Radulovic ve dig, 2013).

4.3 Gidalarda Aflatoksin Varhgi

Gidalarin kiif igerigi ve baskin tiirlerin tanimlanmasi; substrat kalitesi, isleme ve
depolama sirasinda potansiyel olarak iiretilebilecek aflatoksinler agisindan 6nemlidir
(Luo ve dig, 2012). Aflatoksinlerin, yer fistig1, misir, pamuk, baharatlarda (A. flavus,
A. parasiticus) ve Brezilya findiginda (A. nomius) varligi dikkat ¢ekicidir (Kocsube
ve dig, 2013). Cesitli llkelerde yapilan c¢aligmalarda, gidalarda ve ozellikle sert
kabuklu meyvelerde tespit edilen aflatoksin diizeyleri Cizelge 4.1’de yer almaktadir.

Cizelge 4.1 : Gidalarda aflatoksin varligt.

Gida Toksin  Metot Ulke Ornek Pozitif ~ Aralik Referans
Ornegi Sayist Omnek  Deger
Sayist  (ppb)

Antep AFB; HPLC Iran 8203 1921 2,18 Dini ve
Fistig1 AFT 1927 2,42 dig, 2013
Toplam AFT HPLC Suudi 264 70 El tawila

Arabistan ve dig,
er Mekke 2013
fistig1 49 9 8,1
Antep
fistig1 53 18 16,6
Ceviz 28 14 3,4
Kaju 53 8 1,6
Findik 28 12 2,5
Badem 53 9 3,5
Yer AFB; HPLC Cin 1040 260 0,01- Dingve
Fistig1 720 dig, 2012
(taze)
Paketsiz AFB; HPLC Tiirkiye 95 48 0,007 Setve
Antep AFT 7,72 Erkmen,
Fistigi 2010
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Cizelge 4.1 (devam) : Gidalarda aflatoksin varligi.

Gida Toksin  Metot  Ulke Ornek  Pozitif Aralik Referans
Ornegi Sayist  Ornek Deger
Sayist  (ppb)

Taze Yer AFB; HPLC- Giney 4 1 0,20 Chun ve
Fistig1 ELISA Kore dig,
Kavrulmus 8 4 2007
Yer Fistigin ~ AFB; 7,97

AFB; 0,77

AFG; 1,04

AFG, 0,87
Antep AFB; 4 1 3,36
Fistig1
ll?zsrt#gsi 2 2

AFB; 6,13

AFB; 1,07
Karigik
Kuruyemis 1 1

AFB; 6,68

AFB; 1,21
Toplam 31 9
Antep AFB; HPLC  Tirkiye 134 24 2,04-55,1  Alug ve
Fistig1 4,5-60,03 Alug,
(2002) AFT 19 2005
Antep AFB; HPLC  Tirkiye 165 18 2,19- Alug ve
Fistigi 39,59 Alug,
(2003) AFT 13 4,96-44,9 2005
Kurutulmus AFT HPLC  Malezya 80 52 0,2-101,2 Jalili ve
biber Jinap,

AFB; 52 0,2-56,61 2012

AFB; 14 0.1-11.45

AFG; 21 0.3-17.65

AFG, 3 0.2-3.2
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Cizelge 4.1 (devam) : Gidalarda aflatoksin varligi.

Gida Toksin  Metot Ulke Omek Pozitif Arali Referans
Ornegi Sayist  Ornek  k
Sayist  Deger
(ppb)
Kuru kayis1  AFT HPLC Pakistan 20 4 4,55  Luttfullah
Dates 20 2 25 V&
Hussain,
Kuru incir 10 5 5,81 2011
Kuru dut 15 4 2,22
Kuru tiziim 10 2 5,05
Kayisi AFT HPLC Pakistan 15 4 2,65  Luttfullah
cekirdegi ve
Kabuklu 10 0 - Hussain,
2011
Badem
Kabuksuz 10 3 2,13
Badem
Kabuklu 10 4 6,45
Ceviz
Kabuksuz 10 7 3,43
Ceviz
Kabuklu 10 4 5,10
Yerfistigi
Kabuksuz 10 5 5,20
Yerfistig1
Kabuklu 10 2 2,10
Antep
Fistig1
Kabuksuz 10 5 6,34
Antep
Fistig1
Kabuklu 10 2 3,25
Cam Fistig1

Cizelge 4.1°de yer alan veriler degerlendirildiginde, Tiirkiye’de yetistirilen Antep

fistiklarinda toplam aflatoksin varliginin 4,24-60,03 ppb aralifinda degistigi

gozlenmektedir.

Aflatoksinlerin varhigi g¢evresel faktorlerden etkilenmektedir. Kiif gelisimi ve bu
kiiflerin toksin olusturmalar1 i¢in gerekli olan optimum sicaklik ve nem degerleri,

ozellikle tropik ve sub-tropik bolgelerde gozlenmektedir.
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AF’lerin olus sikligi ve kontamine iirlindeki miktar1 en ¢ok bitki gelisimi ve
depolama sirasindaki sicaklik ve nemden etkilenmektedir. Bunlarin yani sira,
aflatoksin kontaminasyonu; cografik konuma, tarimsal uygulamalara, bilimsel tarim
uygulamalarina, on hasat, depolama ve/veya isleme esnasinda {riinlerin kif

saldirisina kars1 hassasiyetine gore degisiklik gostermektedir.

Aflatoksinlerin, iklim kosullar1 nedeniyle Orta Avrupa’da nadir tespit edildigi goriisii
yaygindir. AF tespit edilen triinler ise, Antep fistigi, Brezilya findig1, yer fistig1 ve
incir gibi ithal ftriinlerdir. Ancak kiiresel 1sinmanmn sebep oldugu iklimsel
degisiklikler, Romanya, Macaristan gibi iilkelerde, gidalarda kiif ve beraberinde
mikotoksin olusumu riskini olusturmustur. Bu da aflatoksin iireten kiiflerin ve
dolayisiyla aflatoksinlerin iklim degisiklikleriyle birlikte daha yaygin hale geldigini
vurgulamaktadir (Kocsube ve dig, 2013).

4.4 Aflatoksinler ile Tlgili Yasal Diizenlemeler

Gida ve yemler icin belirlenen maksimum aflatoksin miktarlar1t AB tarafindan 2010

yilinda revize edilmistir. Cizelge 4.2’de aflatoksinler ile ilgili yasal diizenlemeler yer

almaktadir.
Cizelge 4.2 : Gidalarda aflatoksin limitleri (EC, 2010).
Gida Maksimum limit (pg/kg)
AFLATOKSINLER Bi Bi+BxnGiGy M

Yer fistig1 ve diger yagli tohumlar

(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya

gida bileseni olarak kullanilmadan Once

ayiklama veya diger fiziksel islemlere tabi 8,0 15,0
tutulacak olan )

-Rafine bitkisel yag {iretiminde kullanilan

yerfistig1 ve diger yagl tohumlar harig

Badem, Antep fistigt ve kayis1 ¢ekirdegi

(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya

gida bileseni olarak kullanilmadan once 12,0 15,0
ayiklama veya diger fiziksel isleme tabi

tutulacak olan)
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Cizelge 4.2 (devam) : Gidalarda aflatoksin limitleri (EC, 2010).

Gida

Maksimum limit (pug/kg)

AFLATOKSINLER

Findik ve Brezilya findig1

(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya
gida bileseni olarak kullanilmadan 6nce
ayiklama veya diger fiziksel isleme tabi
tutulacak olan)

- Rafine bitkisel yag iiretiminde kullanilan
findik harig

Sert kabuklu meyveler

(Ustte beilirtilenler harig)

(dogrudan insan tiikketimine sunulmadan veya
gida bileseni olarak kullanilmadan 6nce
ayiklama veya diger fiziksel isleme tabi
tutulacak olan)

Yer fistig1 ve dger yagli tohumlar ve bunlarin
islenmis tirtinleri

(dogrudan insan tiikketimine sunulan veya
gida bileseni olarak kullanilan)

Rafine edilecek bitkisel ham yag ve rafine
bitkisel yag hari¢

Badem, Antep fistig1 ve kayisi ¢ekirdegi
(dogrudan insan tiikketimine sunulan veya
gida bileseni olarak kullanilan)

Findik ve Brezilya findig1

(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya
gida bileseni olarak kullanilan)

Rafine bitkisel yag liretiminde kullanilan
findik harig

Sert kabuklu meyveler ve bunlarin islenmis
riinleri

(2 ust satirdakiler harig)

(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya
gida bileseni olarak kullanilan)

Tahillar, bunlardan elde edilen iiriinler ve
bunlarin islenmis iirtinleri

Misir ve piring

(dogrudan insan tiikketimine sunulmadan veya
gida bileseni olarak kullanilmadan 6nce
ayiklama veya diger fiziksel isleme tabi
tutulacak olan)

Cig siit, 151l islem gormiis siit, siit bazli
urtinlerin tiretiminde kullanilan siit

B

8,0

8,0

5,0

8,0

5,0

8,0

2,0

5,0

Bi+ By G1+ G2

15,0

15,0

10,0

10,0

10,0

10,0

40,0

10,0

M

0,050
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Cizelge 4.2 (devam) : Gidalarda aflatoksin limitleri (EC, 2010).

Gida Maksimum limit (ng/kg)
AFLATOKSINLER B Bit+ B2+ G1+ G2 M;
Baharatlar 5,0 10,0

Bebek ve kii¢iik cocuk ek gidalar 0,10 - -

Bebek formiilleri ve devam formiilleri
(bebek siitleri ve devam siitleri dahil)
Bebekler i¢in 6zel tibbi amagli diyet
gidalar

0,050

0,10 - 0,025

Aflatoksin limitleri incelendiginde, Antep fistiklarinda maksimum izin verilen
aflatoksin diizeyi, dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni olarak
kullanilan iiriinlerde AFB; icin 8 ppb ve AFT icin 10 ppb’dir. Uriin tiiketilmeden
once fiziksel islemlere tabi tutulacak ise bu degerler AFB; icin 12 ppb ve AFT icin
15 ppb olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).

4.5 Aflatoksin Analiz Yontemleri

Mikotoksin analizlerinde kullanilacak analitik yontem segilirken dogruluk, hassasiyet
gibi kriterler 6nem tasimaktadir. Bunun yan sira, hiz, analizi yiirlitmek i¢in gereken
teknik bilgi diizeyi, testin nitel ve nicel sonuglar1 pratikte dnemli etkenlerdir (Pittet
ve dig, 2005). Metot secilirken, mikotoksinin kimyasal yapisi, molekiil agirlig: ve
fonksiyonel grubu goz Oniine alinmaktadir. Ciinkii bu faktorler analiz yontemini
etkileyen; toksin uguculugu ve ¢oziiniirliigii gibi 6zellikleri belirlemektedir. Ayrica

ekstraksiyon yontemi belirlenmesinde gida matrisi de onemlidir.

Aflatoksinlerin ekstraksiyonu organik bir ¢ézgen ve su karisimi kullanilarak
yapilmaktadir. En yaygin kullanilan ekstraksiyon ¢ézgeni metanol-su ve asetonitril-
su’dur (Deshpande, 2002). Organik c¢ozgenle ekstraksiyon isleminin ardindan,
temizleme-saflastirma agamasinda iiriinden yaglarin ve diger bilesenlerin ayrilmasi
icin monoklonal antikorlar igeren immunoafinite kolonlar kullanilir (Scudamore,
2005). Yiksek performans sivi kromatografisinde, ayirmadan sonra analite kimyasal
tirevlendirme (kolon-sonrasi tiirevlendirme), daha yiiksek hassasiyet ve daha iyi

secicilik elde etmek i¢in uygulanmaktadir (Neue, 2010).
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Bir ¢alismada kirmizi biberlerde aflatoksin varliginin belirlenmesinde kullanilan
analitik metotlarm kiyaslanmas1 yapilmustir. Oncelikle yiiksek geri kazamm ve
toksinin immunoafinite kolona baglanmasi iizerine yogunlasilmistir. Ekstraksiyonda
kullanilan 80:20, hacimce (HA), metanol-su karisimmin en yiiksek geri kazanimi
verdigi goriilmiistiir. Temizlik, yani aflatoksin saflastirilmasi i¢in kullanilan ticari
Immunoafinite kolonlarin etkinliginin de incelendigi ¢alismada, Vicam kolonlarin R-
Biopharm immiinoafinite Kkolonlardan daha iyi performans gosterdigi tespit
edilmistir. ELISA ve HPLC analitik yontemleri arasinda yapilan karsilastirmadan
sonra, HPLC daha hassas ve uygun bulunmustur. Ayrica, KoBra-cell i¢inde brom
tiirevlendirmesinin, reaksiyon bobini i¢inde iyot tiirevlendirmesinden, daha hassas ve
aflatoksin tespitinde daha yiiksek geri kazanima sahip oldugu goriilmiistiir

(O’Riordan ve dig, 2009).
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5. MATERYAL VE METOT
5.1 Antep Fistigi Ornekleri

Calismada Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde faaliyet gdsteren bir isletmeden temin
edilen 37 adet Antep fistig1 6rnegi ile Istanbul marketinden toplanan 36 adet Antep
fistig1 O6rnegi kullanilmistir. Antep fistiklar1 analize alinmadan 6nce +4 °C’de
saklanmistir. Elde edilen sonuglar Avrupa Komisyonu Direktiflerinde ve TGK’da

kabul edilen maksimum limit degerlerine gore degerlendirilmistir.

Cizelge 5.1 : Ornek tablosu.

Il Cesit Ornek Sayist Pay (%)
Gaziantep Antep kirmizi 30 51
(Islenmemis) Antep yesil 4

Siirt
Istanbul Antep kirmizi 28 49
(Islenmis) Siirt 8

5.2 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC) ile Mikotoksin Tayini
5.2.1 Okratoksin A tayini

5.2.1.1 Okratoksin A standartlarinin hazirlanmasi

Toz haldeki OTA (Sigma Aldrich 01877 > % 98 saflikta) standardina toluen: asetik
asit (99:1, HA) eklenerek, 29,25 pg/ml konsantrasyona sahip 1. asama standart
¢ozeltisi hazirlanmistir. 2. asama standart ¢ozeltisi 2,5 pg/ml konsantrasyonunda
toluen: asetik asitte (99:1, HA) hazirlanmistir. 2. asama standart ¢ozeltisi (0,5 ml),
caligma standardin1 (3. asama standart c¢ozeltisini) hazirlamak icin azot altinda
kurutulmustur. Kurutulan standart, 1-2 ml mobil faz (asetonitril:su:asetik asit,
99:99:2, HA) ile ¢ozlilmiis ve 5 ml’ ye tamamlanmistir. Boylece 0,25 pg/ml
konsantrasyonunda calisma ¢ozeltisi elde edilmistir. HPLC’de kalibrasyon grafiginin

cgizilebilmesi igin, 7 farkli konsantrasyonda (0,25-10 ng/ml arasi) kalibrasyon
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¢ozeltisi hazirlanmistir. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin igerikleri Cizelge 5.1°de detaylh

olarak yer almaktadir.

Cizelge 5.2 : Okratoksin A kalibrasyon ¢dzeltileri ve igerikleri.

Kalibrasyon ¢ozeltisinin ~ Caligma standartindan Ilave edilen solvent
konsantrasyonu (ng/ml)  alinan mikotoksin (asetonitril:su:asetik
cozeltisi miktar1 (ul) asit) miktari (ul)
0,25 5 4995
0,5 10 4990
1 20 4980
2 40 4960
5 100 4900
8 160 4840
10 200 4800

Cizelge 5.1°de kalibrasyon ¢ozeltilerinin igerdikleri OTA miktarlar1 ve hazirlanist
goriilmektedir. Okratoksin A analizi kalibrasyon grafigi ise Sekil 5.1°de yer

almaktadir.

ATR3 | b ResW(13) 15726

0- Correlation: 0.99803

T
o 2 4 G g Amount[ngfml]

Sekil 5.1 : Okratoksin A analizi kalibrasyon egrisi.
Kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi (R?) OTA igin 0,99903 olarak tespit
edilmistir (Sekil 5.1).

5.2.1.2 Geri kazanim oranlariin belirlenmesi

Geri kazanim oraninin belirlenmesi i¢in 6rnekte 29,25 ng/ml konsantrasyonunda
OTA olacak sekilde 1. asama standart ¢ozeltisi ilave edilmistir. 25°C’de, karanlik
ortamda c¢eker ocak icerisinde 24 saat bekletilmis, ardindan analize alinmistir. Geri

kazanim %98,3 olarak hesaplanmistir.
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5.2.1.3 Okratoksin A ekstraksiyonu

Antep fistiginda okratoksin A analizinde Afsah-Hejri ve dig. (2012) ve AOAC
991.31 (AOAC, 2000)’de belirtilen yontemler bazi modifikasyonlarla birlikte
uygulanmistir. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin tiimii analitik veya HPLC
kalitededir. Immunoafinite kolonlar (ochratest) Vicam firmasindan temin edilmistir.
Tiim cam malzemelerden teknik metanol veya aseton gecirilmis, 200°C’de

sterilizatorde 4 saat boyunca tutularak sterilize edilmistir.

Calismada, 10 gr ornek {iizerine 1 gr sodyum kloriir (NaCl) ve 20 ml metanol:su
(80:20, HA) ilave edilerek 2 dakika boyunca blenderda yiiksek hizda ¢alkalanmistir.
Karisim Whatman No 4 filtre kagidindan siiziilmiistiir. 2 mL filtrat tizerine 8 mL saf
su eklenerek mikrofiber cam filtreden gecirilmistir. Filtrat, saflagtirma islemi igin
immunoafinite kolona (IAK) verilmeden oOnce, fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS)
kullanilarak kolonun kosullandirilmast yapilmistir. PBS, 900 ml distile su igerisine 8
gr sodyum Kkloriir, 1,16 gr susuz disodyum hidrojen fosfat, 0,2 gr potasyum
dihidrojen fosfat ve 0,2 gr potasyum kloriir ilave edilip ¢ozdiirtildiikten sonra hacmin
saf su ile 1000 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir. 0,1 M hidroklorik asit (HCI)
veya sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak pH 7,4’ e ayarlanmistir. Kolonlarin
kosullandirilmasinin ardindan, filtrattan 7 mL alinarak immunoafinite kolondan
gegirilmistir. Ardindan kolondan 7 mL PBS dakikada 2 mL hizla gegirilmistir. Kolon
10 ml’lik tiipe alinarak 6nce hava gegirilerek kurutulmus, ardindan 1,5 ml metanol
yer ¢ekimiyle akisa yakin bir hizda gecirilmis ve tizerine 1,5 mL su ilave edilerek

HPLC cihazina verilmistir.
5.2.1.4 Okratoksin A analizi HPLC kosullar:

Okratoksin  analizi, Agilent 1100 serisi HPLC sistemi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Floresans dedektor ile ayrim, ODS-Hypersil Cig (250 mm x 4,6
mm, 5 um partikiil ¢capli) ters faz kolonda, 1 ml/dakika akis hizinda uygulanmistir.
Kolon sicakligi 30 °C’dir. Tespit eksitasyon dalga boyu 333 nm (Aex) ve emisyon
dalga boyu 477 nm (Aem)’dir. Mobil faz asetonitril:su:asetik asit (99:99:2, HA)
karisimi olup, kullanilmadan 6nce Sartolon 25006-47-N (0,45 um) filtrede siiziilmiis
ve ardindan ultrasonik su banyosunda degassing islemi uygulanmistir (3 dakika).
Ornek enjeksiyon hacmi 100 pl olup, kolonda OTA alitkonma siiresi yaklasik olarak

8 dakikadir. Veriler Chemstation 3D yazilim programu ile degerlendirilmistir.
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5.2.2 Aflatoksin tayini
5.2.2.1 Aflatoksin standartlarinin hazirlanmasi

1 ml’lik ampul Supelco; 46304-U aflatoksin standardi metanol igerisinde ¢Oziinmiis
olarak 0,3 pg/ml aflatoksin By, G, ve 1 pg/ml aflatoksin Bi, G; icermektedir.
Standarttan 0,5 ml alinarak 5 ml’lik balon jojode metanolle seyreltilir ve 2. Asama
standart ¢ozeltisi elde edilir. Kalibrasyon g¢ozeltileri, 2. asama standart ¢ozeltinin
metanol:su kullanilarak seyreltilmesiyle elde edilmistir. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin

igerdikleri aflatoksin miktarlar1 ve hazirlanis bilgileri Cizelge 5.2°de yer almaktadir.

Cizelge 5.3 : Aflatoksin kalibrasyon ¢ozeltileri ve icerikleri.

Kalibrasyon ¢ozeltilerinin konsantrasyonu 2. asama MeOH Saf
(ng/ml) std. (ul) (ul) su
Bl Bz Gl G2 (],Ll)
1,00 0,30 1,00 0,30 50 1950 3000
2,00 0,60 2,00 0,60 100 1900 3000
3,60 1,08 3,60 1,08 180 1820 3000
7,20 2,16 7,20 2,16 360 1640 3000
10,80 3,24 10,80 3,24 540 1460 3000
14,40 4,32 14,40 4,32 720 1280 3000
20,00 6,00 20,00 6,00 1000 1000 3000
30,00 9,00 30,00 9,00 1800 200 3000

8 farkli konsantrasyondaki Kalibrasyon ¢ozeltileri, Cizelge 5.2° de belirtildigi gibi, 2.
asama standart ¢ozeltiden uygun miktarlarda alinip, balon jojede metanol:su (20:30,

HA) ile seyreltilerek hazirlanmistir.

Hazirlanan standart ¢ozeltilerin HPLC enjeksiyonlar1 yapilarak aflatoksin analizi i¢in

kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 5.2).

AFGT, FLD1 A
Area = 72726822727 Amt +0

Rel. Res%(14): 102.520

200 |
150 —

100 —

50—

o Comelation: 0.921041

| T T T T T T
0 5 10 15 20 25 Amauntingdml]

Sekil 5.2 : Aflatoksin analizi kalibrasyon egrisi.
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Sekil 5.2°de yer alan kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayis1 (R?), lineer regresyon

kullanilarak 0,99101 olarak hesaplanmaistir.
5.2.2.2 Geri kazanim oranlarinin belirlenmesi

Geri kazanim oraninin belirlenmesi i¢in, ornekte 30 ng/ml konsantrasyonunda
aflatoksin B; ve Gi. 9 ng/ml konsantrasyonunda da B, ve G, olacak sekilde standart
cozeltiden ornege enjeksiyon yapilmistir. Ceker ocak igerisinde, oda sicakliginda,
karanlik kosullarda 24 saat bekletildikten sonra analizlenmistir. Geri kazanim orani
AFB; i¢in % 80 AFB; i¢in % 84 AFG; i¢in % 81 ve AFG; igin % 70 olarak

hesaplanmustir.
5.2.2.3 Aflatoksin ekstraksiyonu

Aflatoksin analizinde Set ve Erkmen (2010) ve AOAC 999.07 (AOAC, 2000)’de
belirtilen yontemler bazi modifikasyonlarla uygulanmistir. Calismada kullanilan
kimyasal maddelerin tiimii analitik veya HPLC safligindadir ve immunoafinite
kolonlar (aflatest) Vicam firmasindan satin alinmistir. 50 gr Ornek iizerine 5 gr
sodyum kloriir (NaCl) ve 250 ml metanol:su (30:20, HA) ilave edilerek 30 dakika
boyunca mekanik calkalayicida en yiiksek hizda galkalanmistir. Karisim Whatman
No 4 filtre kagidindan siiziilmiistiir. 10 mL filtrat tizerine 40 mL saf su ilave edilerek
mikrofiber cam filtreden geg¢irilmistir. Filtrat, IAK’ye verilmeden once, kolon
kosullandirilmas1 PBS kullanilarak gergeklestirilmistir. Kolonlar kosullandirildiktan
sonra 50 mL filtrat immunoafinite kolondan dakikada 2-3 mL hizla gegirilmistir.
Ardindan kolondan 20 mL saf su gecirilmis ve 10 ml’lik tiipe alinmistir. 1 ml
metanol yavasca ge¢irilmis ve tizerine 1 mL su ilave edilerek HPLC ile analiz

edilmistir.
5.2.2.4 Aflatoksin analizi icin HPLC kosullar

HPLC ile aflatoksin analizinde tespit eksitasyon dalga boyu 360 nm (Aex) ve
emisyon dalga boyu 420 nm (Aem)’dir. Kolon sicakligi 35 °C ayarlanmistir. Mobil
faz 1000 mL’sine 110 pl %65’lik nitrik asit ve 132 mg potasyum bromid (KBr) ilave
edilmis su:asetonitril:metanol (6:3:2, HA) karisimi olup akis hiz1 1 ml/dak.’dir. KBr
ile kolon sonrasi tiirevlendirme KoBra-cell (Rhone Diagnostic, Glasgow, UK) ile

100 pA akim uygulanarak gerceklestirilmistir. Ornek enjeksiyon hacmi 100 ul’dir.
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Kolonda alikonma siireleri aflatoksin B; i¢in yaklasik 8,5 dakika, aflatoksin B igin
7,4 dakika, aflatoksin G i¢in yaklasik 6,9 dakika ve aflatoksin G, i¢inse 6 dakikadir.
Mobil faz kullanilmadan 6nce Sartolon 25006-47-N (0,45 um) filtreden gegirilmis ve
ardindan ultrasonik su banyosu uygulanmistir (3 dakika). Veriler Chemstation 3D

yazilim programi ile degerlendirilmistir.
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6. BULGULAR VE TARTISMA

6.1 Antep Fistig1 Orneklerinde Okratoksin A ve Aflatoksin Varhg

Antep fistiklarinda OTA ve aflatoksin analizi, hazirlanan 6rneklerin ekstraksiyonu,
IAK ile toksinin saflastinlmasi ve HPLC cihazinda nitel, nicel analizi ile

gecreklestirilmistir. Analizde ters faz kolon ve floresans dedektor kullanilmistir.
Antep fistiklarinda OTA geri kazanim degeri % 98,3 olarak belirlenmistir. OTA igin
belirleme limiti (LOD) 0,2 ppb’ dir.

Antep fistiklarinda aflatoksin geri kazanim degerleri ise AFB; i¢cin % 80, AFB; i¢in
% 84, AFG; i¢in % 81 AFG; i¢in % 70 olarak belirlenmistir. Aflatoksin anazilinde
belirleme limiti (LOD) 0,001 ppb’dir.

Antep fistiklarinda yapilan analizlerde elde edilen sonuglara gore OTA ile kontamine
olmus pozitif 6rneklerin sayisi ve igerdikleri toksin miktarlarinin en diisiik ve en

yiiksek diizeyleri Cizelge 6.1°de yer almaktadir.

Cizelge 6.1 : Antep fistig1 orneklerinde okratoksin A varlig.

Cesit Ornek Pozitif Aralik (pg/l)
Sayis1 Ornek OTA

Antep Kirmizi 58 4 1,238-3,720

Antep Yesil 4 0 nd

Siirt 11 0 nd

nd: Miktar < LOD
Calisilan 73 6rnegin % 80’1 Antep kirmizi, % 6’s1 Antep yesil ve % 15’1 Siirt
fistigidir. Antep kirmizi 6rneklerinin % 7°si OTA ile kontamine oldugu Cizelge 6.1°

de yer almaktadir. Antep yesil ve Siirt gesitlerinde OTA varligina rastlanmamustir.
Calisilan 73 6rnekte toplam OTA kontaminasyonu ise % 6 olarak tespit edilmistir.

Aflatoksinler, ¢ok ¢esitli tarim triinlerini, 6zellikle yiiksek karbonhidrat ve/veya yag
icerigine sahip gidalar1 kontamine ederler. Sert kabuklu meyveler, aflatoksin

kontaminasyonuna karsi hassas gida matrisine sahiptirler (Campone ve dig, 2011).
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Calismada 73 Antep fistigi Orneginin  54’inde (%74) toplam aflatoksin
kontaminasyonu tespit edilmistir. Cizelge 6.2°’de bu kontaminasyonlara ait detaylar

belirtilmektedir.

Cizelge 6.2 : Antep fistig1 6rneklerinde toplam aflatoksin varlig.

Cesit Ornek Pozitif Aralik (ng/l)
Sayis1 Ornek AFT

Antep Kirmizi 58 44 0,001-23,542

Antep Yesil 4 4 0,009-0,047

Siirt 11 6 0,002-0,768

Antep kirmizi drneklerinde % 76 oraninda pozitif 6rnek tespit edilmistir. Antep yesil
orneklerinde ise analizlenen 4 Ornegin hepsinde aflatoksin bulunmustur. Siirt
fistiklarinda ise %55 oraninda pozitif 6rmek degeri Cizelge 6.2’de belirtilen

araliklarda saptanmustir.

Antep kirmiz1 6rneklerinde aflatoksin varligi detayli incelenecek olursa, 58 drnegin
14’tiinde kiif kontaminasyonuna rastlanmamistir, kalan 44 oOrnekte Cizelge 6.3’te

gosterilen aflatoksin tiirleri tespit edilmistir.

Cizelge 6.3 : Antep fistig1 cesitleri ve aflatoksinlerle kontaminasyonlari.

Toksin varlig Antep Antep Siirt AFT
Kirmizi Yesil Aralik
(ppb)
Yalnizca AFB; 15/58 2/4 3/11 0,0014-
0,0473
AFB;+AFB, 4/58 2/4 - 0,0185-
0,0611
AFB1+AFG; 1/58 - - 0,0138
AFB+AFG, - - 1/11 0,0158
AFB1+AFB,+AFG, 3/58 - 2/11 0,0341-
23,541
AFB,+AFB,+AFG;+AFG, 21/58 - - 0,2831-
11,504
Toplam 44/58 4/4 6/11 0,0014-
23,541
- :miktar< LOD

Cizelge 6.3’te Antep fistiklarinda aflatoksinlere ait kontaminasyon bilgileri yer
almaktadir. Caligmada, OTA varlig1 tespit edilen Antep kirmizi 6rneklerinin hepsinin
aflatoksinler tarafindan kontamine olmalar ilgi ¢ekicidir. Detaylar Cizelge 6.4’te yer

almaktadir.
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Okratoksin A bulunan 4 6rnekte, aflatoksin gelisimleri de gézlenmistir (Cizelge 6.4).
Bu 6rneklerin hepsi Antep kirmizi olup, miktarlart AFT ve OTA sirasiyla; 2,557 pg/l
ve 1,2376 pg/l, 11,5042 pg/l ve 3,7197 pg/l, 0,0081 ng/l ve 1,3147 pug/l, 0,0014 pg/l
ve 2,9106 ng/l olarak tespit edilmistir.

Cizelge 6.4 : Aflatoksin ve okratoksin A birlikte bulunduran 6rnekler.

Toksin varligi Pozitif Omek  Antep fistik cesidi
AFB;+OTA 2 Antep kirmizi
AFB;+AFB,+AFG;+AFG,+0OTA 2 Antep kirmizi

Cizelge 6.5’te tiim Ornekler bir arada, saptanan mikotoksin tiirleri ve miktarlariyla
verilmektedir. Ornekler Giineydogu Anadolu Bolgesi Gaziantep ilinden ve Marmara

Bolgesi Istanbul ilinden temin edilmistir.

Cizelge 6.5 : Antep fistig1 6rneklerinde okratoksin A ve aflatoksin varligi.

Swa Antep Fisugi  AFB;  AFB, AFG, AFG, AFT  OTA
No  Ornekleri — (ug/) (ug)  (ng/) (gl  (wgl)  (ugh

1 Antep Kirmizi nd nd nd nd nd nd
2 Antep Kirmizz 0,0266  0,0007 nd 0,0015 0,0341 nd
3 Antep Kirmizi nd nd nd nd nd nd
4 Antep Kirmiz1 0,0084 nd nd nd 0,0084 nd
5  Antep Kirmizi 0,0032 nd nd nd 0,0032 nd
6 Antep Kirmizz 1,7106 10,1975 0,0498 1,1301 2,0881 nd
7 Antep Kirmizz 2,0257 10,2242 0,0472  0,2600 2,5570 11,2376
8  Antep Kirmizz 3,3910 3,6697 0,0975 0,1393  7,2975 nd
9  Antep Kirmizi nd nd nd nd nd nd
10 Antep Kirmiz1 9,6241 10235 0,0705 0,7832 11,5042 3,7197
11  Antep Kirmiz1 0,0081 nd nd nd 0,0081 11,3147
12 Antep Kirmiz1 0,0053 nd nd nd 0,0053 nd
13 Antep Kirmiz1 0,2289 0,0246  0,0020 0,0275 0,2831 nd
14 Antep Kirmizz 1,3952 10,1351 0,0065 0,0716  1,6083 nd
15 Antep Kirmiz1 04790 10,0343  0,0042 0,0294  0,5469 nd
16 Antep Kirmiz1 0,4662 0,0448 0,0050 0,0057 0,5725 nd
17 Antep Kirmizz 0,8312 10,1031 0,0152 0,1640 1,1135 nd

18 Antep Kirmzz 0,3915 0,538 00105 00973 05532  nd
19 Antep Kirmzz 14752 0,676 00106 00581 1,7115  nd

a : Isletmeden temin edilen 6rnekler
nd : Miktar < LOD
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Cizelge 6.5 (devam) : Antep fistig1 6rneklerinde okratoksin A ve aflatoksin varligi.

Sra AntepFisupt ~ AFB;  AFB, AFG; AFG;  AFT  OTA
No  Ornekleri (ngh)  (ngh)  (ug)  (ugH) (g  (ngh
20 Antep Kimizi 06885 0,0736 0,0086 00692 0,8400  nd

21  Antep Kirmizz 0,9619 10,1024 0,0092 0,0689  1,1425 nd
22 AntepKirmizi 2,0950 02472 0,0178 0,0880  2,4480 nd
23 Antep Kirmizz 0,3571 0,0374 0,0019 0,0190  0,4155 nd
24  Antep Kirmizz 1,1300 10,1069 0,0105 0,1619  1,4093 nd
25 Antep Kirmizi 0,6405 0,0711 0,0044 0,0298  0,7458 nd
26  Antep Kirmizi 0,3802 0,0334  nd 0,0281  0,4417 nd
27 Antep Kirmiz1 2,2711 0,2520 0,0056 0,0568  2,5855 nd
28  Antep Kirmiz1  0,0084 nd nd nd 0,0084 nd
29 Antep Kirmizz 1,6204 10,1714 0,0061 0,0994  1,8974 nd
30 AntepKirmizi 1,0329 0,1045 0,0044 0,0449  1,1868 nd

31 Antep Kirmizi  0,0019 nd nd nd 0,0019 nd
32 Antep Kirmizi nd nd nd nd nd nd
33 Antep Kirmizi nd nd nd nd nd nd
34 Antep Kirmizi nd nd nd nd nd nd
35 Antep Kirmizi nd nd nd nd nd nd
36 Antep Kirmizz  0,0550 0,0061 nd nd 0,0611 nd
37 Antep Kirmizi  0,0053 nd nd nd 0,0053 nd
38 Antep Kirmizi  0,0014 nd nd nd 0,0014 2,9106
39 Antep Kirmizi nd nd nd nd nd nd
40 Antep Kirmizi  0,0146 nd nd nd 0,0146 nd
41 Antep Kirmizi nd nd nd nd nd nd
42  Antep Kirmizi  0,0089 nd nd nd 0,0089 nd
43  Antep Kirmizz  0,0369 0,0021  nd nd 0,0391 nd

44  Antep Kirmizi  1,7617 0,1926 0,0134 0,1615  2,1292 nd
45  Antep Kirmizi 21,9585 11,4606 nd 0,1226 23,5417 nd

46  Antep Kirmizi nd nd nd nd nd nd
47  Antep Kirmizi  0,0023 nd nd nd 0,0023 nd
48  Antep Kirmizi nd nd nd nd nd nd
49  Antep Kirmizi  0,0060 nd nd nd 0,0060 nd
50 Antep Kirmiza  0,0022 nd nd nd 0,0022 nd
51 Antep Kirmiza  0,0317 nd nd nd 0,0317 nd
52 Antep Kirmizz 0,0315 0,0139 nd nd 0,0318 nd
53 Antep Kirmizi  0,0030 nd nd nd 0,0030 nd
54  Antep Kirmizi nd nd nd nd nd nd
55 Antep Kirmizi nd nd nd nd nd nd

a : Isletmeden temin edilen 6rnekler
nd : Miktar < LOD
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Cizelge 6.5 (devam) : Antep fistig1 6rneklerinde okratoksin A ve aflatoksin varligi.

Sira  Antep Fistig1 AFB; AFB; AFG;  AFG; AFT OTA

No Ornekleri (ngh)  (ug/)  (ng/H) (g  (ugh)  (ug/h
56 Antep Kirmizi  0,0185  0,0110 nd nd 0,0185  nd
57 Antep Kirmiz1  0,0013 nd 0,0126 nd 0,0138 nd
58  Antep Kirmizi nd nd nd nd nd nd
59 Antep Yesil® 00268  0,0005 nd nd 0,0273 nd
60 Antep Yesil® 0,0473 nd nd nd 0,0473 nd
61 Antep Yesi® 00338 0,002 nd nd 0,0360  nd
62 Antep Yesil® 0,0088 nd nd nd 0,0088 nd
63  Siirt Yesil 0,7421  0,0229 nd 0,0026 07675  nd
64  Siirt Yesil nd nd nd nd nd nd
65  Siirt Yesil 0,0077 nd nd nd 0,0077  nd
66  Siirt Yesil nd nd nd nd nd nd
67  Siirt Yesil 0,0062 nd nd nd 0,0062  nd
68  Siirt Yesil 0,0145 nd nd 0,0013 0,0158 nd
69  Siirt Yesil nd nd nd nd nd nd
70  Siirt Yesil 0,0022 nd nd nd 0,0022 nd
71 Siirt Yesil® nd nd nd nd nd nd
72 Siirt Yesil® 0,0969  0,0047 nd 0,0033 10,1049 nd
73 Siirt Yesil® nd nd nd nd nd nd

a : Isletmeden temin edilen 6rnekler
nd : Miktar < LOD

Cizelge 6.5’te tiim Orneklerin okratoksin A ve aflatoksin igerikleri bir arada yer
almaktadir. 23,5417, 11,5042 ve 7,2975 ppb AFT degerleri yasal limiti gecen ve
limite yaklasan degerler olmasi agisindan 6nemlidir. Orneklerin gesit olarak ise
Antep kirmiz1 58 adet, Antep yesil 4 adet ve Siirt ¢esidine ait 11 adet drnek
bulunmaktadir. Isletmeden temin edilen Siirt fistiklarmin tiimii ve Antep fistiklarmin
4’1 liks fistiktir. Bu siniflandirma erken hasat edilmis, yesil renkli ¢ekirdekler icin
kullanilir. Siirt fistiklar1 iireticilere daha yiiksek kazang saglamaktadir. En c¢ok
tiretildigi iller ise Siirt, Manisa ve Canakkale’nin yiiksek kesimleridir. Siirt fistiklar
aga¢ dalinda citlar. Yiiksek citlama orani, lezzetli aromasi ve biiylik ¢ekirdekleri ile
tiikketicilerin ilgisini ¢eker. Agacta ¢itlamanin, tarlada kiif bulasma riskini arttirmasi
beklenmektedir. Ancak Ornekler incelendiginde en az kontaminasyon yiizdesi Siirt
fistiklarindadir (Antep yesil % 100, Antep kirmizi: % 65 ve Siirt % 76 oraninda

pozitif drnek igerir).
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Analizlenen 73 adet Antep fistig1 6rneklerinde OTA kontaminasyonlarina bakilacak
olursa, Antep yesil ve Siirt fistiklarinda OTA varlig1 saptanmamustir. Antep kirmizi
cesidine ait Orneklerin ise %7’si pozitiftir. OTA tespit edilen tim Orneklerde

aflatoksin varliginin saptanmasi dikkat ¢ekicidir.

HPLC analizinde toksinlerin tutunma siireleri AFG1<AFG,<AFB.,<AFB;
siralamasindadir. Ayrica toksisitelerine gore siralanmast AFB1>AFG;>AFB,>AFG;
seklindedir. AFB; tarladan depolamaya kadar her adimda en baskin tlirdir
(AFB1>AFG;>AFB; >AFG,). Baskin tiirlerin sirasi bu 4 tiiriin toksisite siralamasiyla
aynidir. AFB; diger tiirlere kiyasla olduk¢a yaygin olarak tespit edilmektedir.
Calismada baz1 orneklerde AFB; ile AFG,’nin birlikte tespit edilmeleri dikkat
¢ekicidir.

Orneklerin toksin diizeyleri degerlendirilecek olursa, OTA 1,238-3,720 png/l
seviyesinde tespit edilmigtir. Antep fistiklarinda OTA bulunmasina dair bir
maksimum limit diizeyi belirlenmemistir. Ancak TGK’nin 2008 yili standardinda
OTA ile kontaminasyon riski bulunan diger gidalar igin 10 pg/I’lik bir limit deger
belirlenmigtir. Antep fistig1 okratoksin A kontaminasyonuna karsi hassas gida
matrisine sahiptir. Orneklerde belirlenen diizeyler bu limitin altindadir ancak 3 pg/l’i
asan toksin degerleri saglik agisindan risk teskil etmektedir. Clinkiit OTA’nin insan
ve hayvan saglig lizerine zararl etkileri siklikla kiimiilatiftir; hedef dokuya giris ve

birikim uzun bir siiregtir.

Orneklerin % 66’sinda (36 adet) aflatoksin kontaminasyonu gozlenmistir. AFT,
0,001 ile 23,542 ng/l araliginda tespit edilmislerdir. Gidalarin dogrudan tiiketim ve
gida bileseni olarak kullanilmalart durumunda, bulundurabilecekleri maksimum
AFT degeri 10 pg/l, tiketilmeden yada gida bileseni olarak kullanilmadan fiziksel
islem gorecek ise bu deger 15 pg/I’dir. 2 6rnekte belirlenen AFT degerleri (23,5417
ve 11,5042 pg/l) dogrudan tiiketim ve gida bileseni olarak kullanilmak igin limit
degerlerin lizerindedir. 1 6rnekte de tespit edilen 7 pg/l AFT degeri limitlerin altinda

olmasina ragmen oldukga yliksek seviyede toksin icermektedir.
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7. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada, Giineydogu Anadolu Bolgesi Gaziantep’te bir isletmeden temin edilen
ve Istanbul’da marketlerden, pazardan ve kiigiik isletmelerden toplanan Antep
fistiklar1 ile yiiriitiilmiistiir. isletmeden temin edilen numunlerin her biri 2-3 tonu
temsil etmektedir. Istanbul marketten toplanan iiriinler ise paketli ve paketsiz,
kabuklu ve kabuksuz olarak farkli markalardan ve semtlerden temin edilmistir.
Calismada Antep fistiklarinda okratoksin A ve aflatoksin varligi incelenmistir. Elde
edilen sonuglar EC ve TGK tarafindan kabul edilen maksimum limitlerle

kiyaslanmistir.

Antep fistiklarinda okratoksin A ve aflatoksin varligi yiiksek performans sivi
kromatografisi yontemi ile arastirilmistir. Aragtirmanin basinda 6rnekler hazirlanmus,

ekstrakte edilmistir.

Sert kabuklu meyveler yiiksek yag igerigine sahiptirler. Tiirkiye’de yetistirilen Antep
fistiklarinin da yag icerigi seviyeleri % 48,5-58,5 araligindadir. Bu sebeble
orneklerin efektif ekstraksiyonu Onem tasimaktadir. Ekstraksiyonun ardindan
temizleme asamasi i¢in Ornekler immunoafinite kolona verilmistir. Bu asamada
toksin saflastirilmis, ardindan HPLC cihazina enjekte edilmistir. Ters faz kolonda

fluoresans dedektorle tespit ve tayin gergeklestirilmistir.

Analizlenen 73 adet 6rnegin 58’1 Antep kirmizi, 4’4 Antep yesil ve 11’1 Siirt
cesididir. 55 Ornegin 19’unda toksin tespit edilmemistir. Tim Antep fistig
orneklerinin % 6’sinde 1,2376-3,7197 pg/l arasinda degisen diizeylerde OTA varlig
belirlenmistir. OTA kontaminasyonu yalnizca Antep kirmizi 6rneklerinde (%7°sinde)
tespit edilmis, Antep yesil ve Siirt ¢esitlerinde OTA varligina rastlanmamistir. OTA

tespit edilen orneklerin hepsinde aflatoksin varligina da rastlanmistir.

Aflatoksinler, ¢ok ¢esitli tarim triinlerini, 6zellikle yiiksek karbonhidrat ve/veya yag
icerigine sahip gidalari kontamine ederler. Sert kabuklu meyveler, aflatoksin

kontaminasyonuna kars1 hassas gida matrisine sahiptirler.
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73 ornekte yalnizca AFB; kontaminasyonu saptanan 20 6rnek (% 27) bulunmaktadir.
Orneklerin %81, AFB; ve AFB; birlikte tespit edilmistir. Antep kirmiz1 ¢esidinde ait
1 ornekte AFB; ve AFG; birlikte tespit edilmistir. Siirt ¢esidinde ait 1 érnekte AFB;
ve AFG; birlikte tespit edilmistir. 5 adet 6rnekte ise AFB;, AFB,, AFG, birlikte

belirlenmistir. Orneklerin 21’inde (% 29) 4 aflatoksin tiirii ayn1 anda tespit edilmistir.

Mikotoksinlerin kontamine gidalarda tespiti ve ortadan kaldirilmasi insan saglig i¢in
dliimciil sonuglar1 &nleyebilir. Uretim esnasinda gida hijyen kalitesi ¢ok asamali
olarak siirekli izlenmelidir, boylece hizli ve etkin bir miidahale yapilabilir ve
mikotoksinlerin zararli etkileri basariyla Onlenebilir Aflatoksinler, en toksijenik
Ozellikte mikotoksin olmalar1 ve sert kabuklu meyvelerde siklikla tespit edilmeleri
sebebiyle onem tagsmaktadir. Sonuglar incelendiginde okratoksin A tespit edilen tiim
4 ornekte aflatoksin kontaminasyonunun da gézlenmistir. Bu, farkli kif tiirlerinin
birbirini  sinerjist etkilemeleri riskini isaret etmektedir. Bu agidan ilerleyen
calismalarda, Tirkiye’de yetistirilen Antep fistiklarinda hangi kiif tlirtiniin baskin
oldugu ve tiirlerin toksijenite bilgilerinin tespiti 6zellikle mikotoksinlere yonelik
hasat Oncesi Onleyici tedbirlerin alinmasi konusunda faydali olacaktir. Ayrica
sicaklik, nem, depolama kosullar1 gibi etkenlerin kiiflerin gelisim ve mikotoksin
olusturma ozelliklerinde belirleyicidir. Dolayistyla {iirtinlerin hangi kosullarda
yetistirilip, saklandigi 6nem tasgimaktadir. Cevresel faktorlerden sicaklik ve bagil
neme ilave olarak su aktivitesi, nem, depolama siiresi, hasereler ve kabugun
hasarlanip hasarlanmasi, hasat ve hasat sonras1 diisen yagisin boyutu kiif gelisimi ve

mikotoksin olusumunu etkilemektedir.

Antep fistig1 yetistirme alanlarinda, hasat sirasinda ve sonrasinda kontaminasyonlarin
onlemesi amaciyla GAP, GMP ve GHP olduk¢a onemlidir. Tarlada yiiksek su
aktivitesi, yiiksek sicaklik, kuraklik, hasat esnasinda mekanik hasarlar, bocek
enfeksiyonlari, hasat sirasinda yagmur ve depoda nem birikimi kiif gelisimini arttiran
kosullardir. Bu tedbirlerin alinmasiyla okratoksin A ve aflatoksinlerin saglik iizerine
zararli etkilerinin, ekonomik ve uluslar arasi piyasada itibar kaybinin Oniine

gecilebilir.
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EKLER

EK A : Okratoksin A saptanan drneklere ait HPLC Sonu¢ Kromatogramlari

EK B : Aflatoksin saptanan 6rneklere ait HPLC Sonu¢ Kromatogramlari

59



EKA

[T FLOTA, Ex=3%, Eme=477 (OTA_CERENVITA_NEW_2_T6200 1)
L 7
0 A5 4
0.5 -
0454
1
'_
]
05 :
: :
0 Ln]
0454
| | ! | |
| 1 4 f 8
Sekil A.1: OTA_NEW_2_ 16200 nolu 6rnege ait kromatogram.
[T FLOT A, Ev=333, Gmedi7 (0TA_CERENITA_NEW 3_TE2000)
LU
13
123
113
i3
04
03
] q
0.7 - E
05 1
A
041 o®
1 | | | | I
1 4 f 8

Sekil A.2 : OTA_NEW _3_16200 nolu 6rnege ait kromatogram.
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Sekil A4 : OTA NEW_2 16200 nolu 6rnege ait kromatogram.
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EK B : Aflatoksin saptanan 6rneklere ait HPLC Sonug¢ Kromatogramlari
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FLOT A, Ex=380, Em=340 [AFL-CANSUAF_AL_J2_1104003.0)
w
2__
18]
18]
1.4
12
1 _-
03]
08
' b @ - =
Ili—__' S SER— -+/‘_\"--+--"_'“——|— S - e SRR
S L s
£ miry

Sekil B.2 : AF_ AL _2 1104003 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLO1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUMAF_AL 3 1304001.0)
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Sekil B.4 : AF_ AL_3 1304003 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLO1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSIUWAF_AMIGO_270308.0)
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Sekil B.5 : AF_AMIGO_270306 nolu 6rnege ait kromatogram.
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Sekil B.6 : AF_ANT_1 305009 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLDOT A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUAF_ANT 2 205010.D)
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Sekil B.8 : AF_ANT_3 305011 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLO1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUWF_ANT_4_305012.0)
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Sekil B.10 : AF_ ANT_5_ 305013 nolu 6rnege ait kromatogram.



FLD1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUAF_ANT & 205012.D)
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Sekil B.11 : AF_ ANT_6_305014 nolu 6rnege ait kromatogram.

FLD1 A, Ex=200, Em=440 (AFL-CAMELNAF_ANT _7_20ED15.D)

— =]

@ | | |
- . 2 /| o i w
1 E‘i % ﬁ :{“ 2 YRR |I ! &
'—_L = PN . T = ' A \"“;.-FE—_I
b T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 2 ] & 10

Sekil B.12 : AF_ ANT_7_305015 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLO1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUWF_ANT_E_305018.0)

w g
z- ﬁ
18] |
18 ‘|
14 |
124 |
] |
] |
] g
i r:' |
0.8 e i | {
] o |
@ [} | \
] o - Il'\. I| | | | &
0.8 - [ ) | 1 ed i
] & Vo \ b3 -
1 3 - ] s Y ‘-\_;8-2 N =
{f— S - | el — . S | e —
02 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
i 2 4 10 mir|
Sekil B.13 : AF_ ANT_8 305016 nolu 6rnege ait kromatogram.
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Sekil B.14 : AF_ ANT_9 305017 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLD1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUWAF_ANT_10_30513.0)
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Sekil B.16 : AF_ ANT_11_ 30519 nolu 6rnege ait kromatogram.
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Sekil B.18 : AF_ ANT_13 30521 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLD1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUNAF_ANT_14_3D522 D)

w
12
184
14 2
] ||.I|
12 {
: | ||
] |
] |
0.8 | |
] @ |
4 -3 ] 2 l I|
0.6 3\4 § - f ,| -
] 4 [ | |
| A & 5 A \_ | \
J | I— _____I_.;HL-"':'——'—_IL' I \P' — o S
0.2+ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
a 2 4 ] 8 10 iy
Sekil B.19 : AF_ ANT_14 30522 nolu 6rnege ait kromatogram.
FLOT A, Ex=3060, Em=3H0 (A L-CANGUAF_ANT_1%_20523 D)
w %
E |
3__
] |
. |
2] g |
] I | f
i fl |
i
1 |
1 _| w |I II' || I|
15 & & g 1 d\e) g
Tt = P S B AT A N e el
—
I 7 4 6 8 0 miry

Sekil B.20 : AF_ ANT_15_ 30523 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLO1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUWF_ANT_16_30524.0)
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Sekil B.22 : AF_ ANT_17_30525 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLD1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUNAF_ANT_1E_3D528.D)
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Sekil B.24 : AF_ CARR_M1 1342 nolu 6rnege ait kromatogram.
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Sekil B.25 : AF_EO_OS 120400 nolu 6rnege ait kromatogram.
FLOT A, E300, Em=340 [AFL CANGUAF_FATIA 2703020
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Sekil B.26 : AF_ FATIH 270302 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLD1 A, Ex=380, Em=3440 (AFL-CANSUNAF_GOK_A_120408.0)
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Sekil B.27 : AF_ GOK_A_120406 nolu 6rnege ait kromatogram.
FLD1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUAF_GOK_S5_120400.0)
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Sekil B.28 : AF_ GOK_S 120409 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLD1 A, Ex=380, Em=440 [(AFL-CANSU\AF_KESK_ED_1347.0)
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Sekil B.29 : AF_ KESK_EO_1347 nolu 6rnege ait kromatogram.
ELDT A, Ex=200, Em=340 [AFL-CANSUAF_FI_Z 11040050}
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Sekil B.30 : AF_ KI_2_1104005 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLO1 A, Ex=300, Em=340 [AFL-CANSUAF K 3 2 110460)
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Sekil B.31 : AF_ KI_3 2 11046 nolu 6rnege ait kromatogram.
FLOT A Ex-350, Em=340 [AFL-CANSUAF_FI_5_1109008 0]
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Sekil B.32 : AF_ KI_5_ 1104008 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLO1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUWF K1 6§ _1104011.0)
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Sekil B.33 : AF_ KI_6_1104011 nolu 6rnege ait kromatogram.

FLD1 A, Ex=300, Em=440 [AFL-CAMSLNAF_KKOY_1204004.0)

0.8 i

= 2163

08 A

‘t o4
£
—E

|
<
|

I
U

/

|

I
1
|
|8.829

D4 T T

10 miny

Sekil B.34 : AF_ KKOY_1204004 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLD1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUNWAF_NEW _1_10G002.0)
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Sekil B.35 : AF_ NEW_1_10G002 nolu 6rnege ait kromatogram.
FLOT A, Ex=380, Em=340 [AF-CANSUAF_NEW_2_10G003.0]
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Sekil B.36 : AF_ NEW_2_10G003 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLO1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUWF_NEW _3P_10G08.0)
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Sekil B.37 : AF_ NEW_3P_10G06 nolu 6rnege ait kromatogram.
FLD1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUAF_MEW _5_270305.0)
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Sekil B.38 : AF_ NEW_5_270305 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLO1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUNAF_NEW _8_270307.0)
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Sekil B.39 : AF_ NEW_6_270307 nolu 6rnege ait kromatogram.
FLD1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUWF_ORG_U_120401.0)
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Sekil B.40 : AF_ ORG_U_120401 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLOT A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUWF_RAMI_A_12047.0)
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Sekil B.41 : AF_ RAMI_A_12047 nolu 6rnege ait kromatogram.
FLOT A, Ex=380, Em=440 [AFL-CANGUAF_RAMI_E_1204010)
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Sekil B.42 : AF_ RAMI_S_12049 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLDOT A, Ex=300, Em=340 [AF L-CANSUAF_SL_2_2703001.0]
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Sekil B.43 : AF_SL_2 2703001 nolu 6rnege ait kromatogram.
FLDT A, Ex=200, Em=H0 [AFL-CANGUAF_T1_D_1208017 0]
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Sekil B.44 : AF_T1 D 1204017 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLO1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUWF_T1_3_1204022.D)
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Sekil B.45 : AF_T1_ S 1204022 nolu 6rnege ait kromatogram.
FLOT A, Ex=380, Em=440 [AFL-CANGUAF_T1_Y¥_T20402000)
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Sekil B.46 : AF_T1_Y_1204020 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLO1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUWF T2 D 1204011.0)
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Sekil B.47 : AF_T2_D_1204011 nolu 6rnege ait kromatogram.

FLOT A E=380, Em=H0 (AF L-CANGUAF T2V 1204074 0]
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Sekil B.48 : AF_ T2_Y_1204014 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLD1 A, Ex=380, Em=340 (AFL-CANSUWF_T3 D 12M022.0)
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Sekil B.49 : AF_T3_D_ 1204023 nolu 6rnege ait kromatogram.
FLD1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSU\AF_T4_S_1304000.0)
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Sekil B.50 : AF_T4_S 1304000 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLD1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUNAF_TS A 1204026.0)
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Sekil B.51 : AF_ T5_A 1204026 nolu 6rnege ait kromatogram.
FLOT A, Ex=300, Em=430 [AF L-CANSUAF _TAMKUR 203207
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Sekil B.52 : AF_ TAMKUR_27033 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLOT A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUWF_YEYE_1204002.0)
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Sekil B.53 : AF_ YEYE_1204002 nolu 6rnege ait kromatogram.
FLD1 A, Ex=380, Em=440 (AFL-CANSUAF_Y¥_T1_120404.D)
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Sekil B.54 : AF_ YK _T1 120404 nolu 6rnege ait kromatogram.
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