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OZET
Yiikse Lisans Tezi

TAHRIBATSIZ VE HIZLI YONTEMLERLE KIRMIZI BiBER VE
FINDIKTA KALITE KONTROLU

Meltem OZCAN

Siileyman Demirel Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Jiiri: Prof. Dr. Sami OZCELIK
Yrd. Dog. Dr. Pervin BASARAN (Danigman)
Yrd. Dog¢. Dr. Kahraman KEPENEK

Bu tez calismasinda, iilkemizin dig ticaretinde 6nemli yeri olan findik ve biiyiik bir
potansiyele sahip kirmizi pul biberdeki aflatoksin sorununun UV-A 1smi ile
tahribatsiz ve hizli goriintiilleme yontemleri ile tespiti ve UV-C 1sminm Aspergillus
flavus ve Aspergillus parasiticus’un aflatoksijenik suslar1 tizerine antifungal etkisi
incelenmistir.

Kirmizi pul biber goriintiilleme sisteminde iki yontem kullanilmig ve aflatoksin
bulagmas1 bolgesel Ozellikler kullanilarak % 92,8 ve genel Ozellikler kullanilarak
%727 basar1 oraniyla tespit edilebilmistir.

Findik Orneklerinde ise goriintilleme sonuclar1 bize dogrudan aflatoksin varhigini
isaret edememis, ancak aflatoksijenik kiif suslarmin varligt % 97,5’lik oranla
goriintiilerde tespit edilebilmistir.

Yine bu tez caligmasinda yapilan asamali UV-C uygulamalar1 aflatoksijenik kiif
suslarinda kontrol grubuna kiyasla 5,48 log’luk azalma meydana getirmis ve UV-C
isininin bu suslar iizerinde de antifungal 6zellige sahip oldugu kanitlanmistir. Bu
etkinin sebebinin kiiflerin protein yapilarinin bozulmasi oldugu proteinlerinin SDS-
PAGE ile incelenmesi sonucu ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Tahribatsiz ve Hizli Yontem, Aflatoksin, UV-C Uygulama,
Antifungal

2008, 70 sayfa
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ABSTRACT
M. Sc. Thesis

QUALITY CONTROL OF RED PEPPER AND HAZELNUT WITH RAPID
AND NON-INVASIVE METHODS

Meltem OZCAN

Siileyman Demirel University Graduate School of Applied and Natural Science
Food Engineering Department

Thesis Committee: Prof. Dr. Sami OZCELIK
Asst Prof. Pervin BASARAN (Supervisor)
Asst Prof. Dr. Kahraman KEPENEK

In this study, there have been two major objectives. First, to develop rapid and non-
invasive aflatoxin detection method based on machine vision technology for red
peppers and hazelnut both of which have important value for Turkey’s export.
Secondly, inhibition effect on aflatoxigenic Aspergillus flavus and Aspergillus
parasiticus by use UV-C treatment.

In red peppers’ imaging system was two methods used, and aflatoxin contamination
was detected at rate of 92.8 % successfully by using local feature and at a rate of
72.7 % successfully by using global feature. With hazelnut samples, aflatoxin was
not detected directly. However, aflatoxigenic molds were detected at rate of 97.5 %.
Consequently, hazelnuts which contained mold were seperated from uncontaminated.
Thus, can be reduced to Turkey’s aflatoxin problem by this study.

A 5.48 log reduction was observed when hazelnuts were exposed to UV-C. Thus, we
concluded that UV-C has antifungal effect over aflatoxigenic molds. SDS-PAGE
analysis’ result was showed reduction in mold’s protein.

Key Words: Machine Vision Technology, Aflatoxin, UV-C Treatment, Antifungal

2008, 70 pages



TESEKKUR

Calismalarima yon vererek beni bilgilendiren, bana biiyiik tecriibe kazandiran bu

projede yer almami saglayan Danisman Hocam Yrd. Dog Dr. Pervin BASARAN’a ,

Hayatimdaki yerleri ve destekleri i¢in anneme, babama, kardesime, anneanneme,

Esro’ma ve tabi ki hayatimi paylasacagim Alper GUNAY ’a,

Caligmalarim sirasinda tecriibelerinden beni mahrum etmeyen, sevgili dostlarim

Meryem ATES ve [smail SEN’e,
Bendeki emeklerinden dolay1 boliimiimdeki tiim Hocalarima,
Bu tez projesini Y.L. 1481 nolu proje ile destekleyen SDU-BAP’a,
ve EEEAG 106E057 nolu proje ile destekleyen TUBITAK a,
Son olarak ODTU Enformatik Enstitiisii’ndeki proje ekibimize,
Sonsuz tesekKkiirler. ..
Meltem OZCAN

ISPARTA, 2008

vi



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. Aspergillus parasiticus 2929 kiif susu.............cooooiiiiinn.
Sekil 2.2. Aflatoksin B1, G1, B2 ve G2’nin kimyasal yapilart.................
Sekil 2.3. UV 1s1k altindaki misir demeti goriintlisti............c.ooeevuvenanne

Sekil 2.4. Carpma seslerini kullanarak kabugu catlamis veya catlamamis
Antep fistiklarin1 ayirt edebilen cihaz.......................L

Sekil 2.5. Carpma seslerine gore findiklarm siniflandirilmast..................
Sekil 2.6. Tipik gOrtintli KUpii......oouveineieineiiiii e
Sekil 2.7. Hiperspektral goriintiileme sistemi ve blok diyagram................
Sekil 2.8. Goriintii aliminda kullanilan 6rnekler.......................o.l
Sekil 2.9. Ceviz 6rneginin hiperspektral goriintiileri.............................

Sekil 2.10. Primidin molekiiliindeki ¢ift bag olusumu ve UV’nin
replikasyonu engellemesi............cooovieiiiiiiiiiiiiiii i,

Sekil 2.11. Elektromanyetik Spektrum.................ooooiiiiiiiiiin.

Sekil 3.1. Kabuklu findiktan akustik ve goriintiisel veri toplama islem
SEIMIASL. ..ttt ettt ettt et et

Sekil 3.2. Findikta 6rnek hazirlama ve aflatoksin analizi akis semast ........
Sekil 3.3. Kiifsiiz kavrulmus findik grubu.................o
Sekil 3.4. Kirmizi biber iiretim siireci ve kritik kontrol noktalarinin tespiti.
Sekil 3.5. Kirmizi pul biberin tiretim prosesi...........covveeviueiniennneannn..
Sekil 3.6. A. parasiticus 1041 Kif susu...........ooooiiiiiiiiiiiiii,
Sekil 3.7. HPLC SISEEIMI. + .. euventtttititetteteae e et
Sekil 3.8. Floresans dedeKtor. ........c.oouvviiiiiiiiiiii i,
Sekil 3.9. LOD ve LOQ’un grafiksel gosterimi.............ceovuvevineienneann...

Sekil 3.10. Multispektral goriintiileme sistemi............c.ocooiiiiiiinine.

vii

10

11

12

13

14

16

16

17

18

18

21

23

25

26

27

28

30

31

31

33



Sekil 3.11. Kullanilan kamera ve lens siSte€mi.............covvveeviiinneinnen.n.

Sekil 3.12. Kabuklu ve kiiflii findik 6rneginin 480 nm’de multispektral
GOTUNLUSU. ...o o e,

Sekil 3.13. Findigin 550 nm dalga boyundaki goriintiisii.......................
Sekil 3.14. FAltre Seti.......oouitiniiniiii i
Sekil 3.15. 400 nm, 450 nm ve 510 nm frekans araliginda goriintii alimu...
Sekil 3.16. I¢ findiklardan veri toplama islem semast...........................
Sekil 3.17. Ekstraksiyon agamast .........co.eeruiiiniieiiiiinieiiieaneennennn.
Sekil 3.18. Diliisyon ve filtrasyon agamasi...........c..ccoeveiiiiiiineennenn..
Sekil 3.19. Adsorpsiyon/eliisyon/tespit asamalart .................ccevveeen...
Sekil 3.20. Kirmiz1 biber aflatoksin analizi akim semast........................
Sekil 3.21. PDB ortamina kiif suslarinin asilanmasi.............................
Sekil 3.22. Aflatoksijenik kiif suslarma diyaliz uygulamasi..................

Sekil 3.23. Aflatoksijenik kiif suslarinin SDS-PAGE i¢in hazirlanma
ASAMALATTL. ..o e

Sekil 4.1. Aflatoksin igeren bir kirmizi biberin HPLC cihazinda verdigi
piklerin gOriinimul..........oovvuiiieii i

Sekil 4.2. Findiklarda A. parasiticus’un gelisim stireci... .....................
Sekil 4.3. Saglam, catlak ve i¢ findikta giinliik AFG1 degisimi...............
Sekil 4.4. Saglam, catlak ve i¢ findikta giinlik AFG2 degisimi................
Sekil 4.5. Saglam, catlak ve i¢ findikta giinliik AFB1 degisimi...............
Sekil 4.6. Saglam, catlak ve i¢ findikta giinliik AFB2 degisimi...............

Sekil 4.7. Saglam, catlak ve i¢ findikta giinlik toplam aflatoksin
AeZISIMI. ...t e

Sekil 4.8. Aflatoksinli (AF+) ve aflatoksinsiz (AF-) findiklarin degisik
dalga boylarindaki gortintlisii.............ccoovviiiiiiiiiiiiin,

viil

33

34

35

35

36

37

37

38

38

39

40

42

44

48

50

51

51

52

52

53

56



Sekil 4.9. 14 6rnegin aflatoksin miktarlari.................oooo

Sekil 4.10. A. flavus 123 siv1 6rneklerin UV-C uygulamasi verileri..........

Sekil 4.11. UV-C uygulamasi ile A. parasiticus 1041°deki koloni miktar1
AEZISIMI. ...ttt

Sekil 4.12. SDS-PAGE sonuglari

X

59

59

60

62



CIZELGELER DIZiNi
Cizelge 1.1. Tiirkiye’de son on y1l icindeki biber tiretimi...........................
Cizelge 2.1. Baslica biber tireticisi ilkeler.................ooooiiiiiiiiiiinn.
Cizelge 2.2. Tiirkiye’de yillara gore kirmizi biber ihracati........................
Cizelge 2.3. Findik dikim alanlar1 ve tiretim miktarlar: ...........................

Cizelge 2.4. Farkh ¢alismalarda analiz edilen findiklarm aflatoksin icerme
oranlar1 ve aflatoksin miktarlar1.....................

Cizelge 3.1. Findikta aflatoksin miktarindaki degisimin tespiti i¢in kullanilan

Cizelge 3.2. Aflatoksijenik kiif suslar1 izerine UV-C uygulama programu....

Cizelge 4.1. Tiirkiye’de farkli sehirlerden toplanan findiklarin aflatoksin
SEVIYEIETT (/) - vt

Cizelge 4.2. Tiirkiye’de farkli sehirlerden toplanan kirmizi biberlerin
aflatoksin seviyeleri(ng/g) .......ccooeviiiiiiiiiiiiiiii i,

Cizelge 4.3. Farkli nem oranlarinda depolama sonucu aflatoksin
miktarmdaki periyodik degigim..............cooviiiiiiiiiiiie,

Cizelge 4.4. Incelenen 6rneklerin AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 ve
toplam aflatoksin miktarlart (ng/g)............ccoooiiiiiiiiiii

Cizelge 4.5. Goriintiileme sisteminin aflatoksinli ve aflatoksinsiz kirmizi
biberi ayirma hatalari.................oo

24

41

45

47

54

57

58



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AFB1 Aflatoksin B1

AFB2 Aflatoksin B2

AFG1 Aflatoksin G1

AFG2 Aflatoksin G2

AFT Toplam Aflatoksin
AOAC Association of Official Analytical Chemists
AF Aspergillus flavus

AP Aspergillus parasiticus
HPLC Yiiksek Basin¢ S1vi Kromotografisi
LOD Gozlenebilirlik Sinir
LOQ Olgiilebilirlik Sinir
PDA Potato Dextrose Agar
PDB Potato Dextrose Broth
W Watt

v Volt

Hz Hertz

ul Mikrolitre

ml Mililitre

ng Nanogram

ppb Milyardabir

mg Miligram

g Gram

sn Saniye

dk Dakika

sa Saat

xi



1. GIRIS

Mikotoksinler gida giivenliginde son yillarda {izerinde sik¢a durulan konularin
basinda gelmektedir. insanlar tiikettikleri {irinlerin saghk agisindan zararsiz ve de
kaliteli olmasina her gegen giin daha fazla 6nem vermektedir. Bu gelismelere paralel
olarak fiireticiler de saglik agisindan giivenilir ve kaliteli iiriinleri tliiketime sunmak
durumundadirlar. Tiiketici agisindan bakildiginda tiikettigi gidalardaki en biiyiik
kalite gostergesi o lriiniin fiziksel 6zellikleri agisindan uygun olmast ve goze hos
gelmesidir. Tarim iriinleri tiikketime sunuldugu ana kadar kotii {iretim kosullari,
mevsim kosullari, hasereler, kuslar ve cesitli kiifler tarafindan sebep olunan yikici
etkilere maruz kalmaktadir. Bu yikici etkilerin bazilar1 gozle tespit edilebilirken
ozellikle kiifler tarafindan sebep olunan yapisal hasarlar ve kiif kaynakli toksinler

gozle tespit edilememektedir. Bu amag i¢in kimyasal yontemler kullanilmaktadir.

Aflatoksin bulagma diizeyinin tiim {iriinii temsil edecek sekilde kimyasal yontemlerle
belirlenmesi zaman alan ve pahali bir yol olup, pratik agidan uygulanabilirligi
sinirlidir.  Ayrica bu tir islemlerden gegirilen Ornekler tiiketime tekrar
sunulamamaktadir. Dolayis1 ile kabuklu findiklarin ihracat veya i¢ piyasaya
sunulmadan Once ayiklama-ambalajlama sirasinda kiiflenme ve buna bagli olarak
aflatoksin bulasma diizeylerinin belirlenmesine yonelik hizli yapay isitme ve/veya
gormeye dayali tekniklerin gelistirilmesi lilkemiz ekonomisi i¢in olduk¢a 6nemlidir.
Ozellikle islemede kalite kontrol amaciyla iiretim sirasinda yapilacak kontrollerin

hizl1 ve 6rnegi bozmayan bir sekilde uygulanabilmesi gereklidir.

Farkli {ilkelerde aflatoksinin tespiti iizerine yapilan c¢alismalara bakildiginda
problemlerin akademik ve bilimsel degerinin yaninda ulusal degerinin de tesvik edici
etkenlerden biri oldugu goriilmiistiir. Arastirmacilar kendi iilkeleri i¢in ekonomik
oneme sahip gidalar {lizerinde ¢aligmalar yapmislardir. Cogunlugu ABD’de yapilan
bu c¢alismalar misir ve yer fistig1 lizerine olmustur. Tahribatsiz tespit adina
gelistirilen yontemlerde genellikle spektrofotometre ve renkmetre gibi cihazlar
kullanilmistir. Bu cihazlarla genelde gida 6rneginin yalnizca “renk” degeri géz oniine

alinmakta, rengin ylizey iizerindeki dagilimi, yiizey dokusu, konumu gibi olgular



degerlendirilememektedir. Ulkemiz igin stratejik bir dneme sahip findik ve kirmiz1

biberde yapilacak ¢alismalar 6ncelikle lilkemiz arastirmacilarini ilgilendirmektedir.

Kirmiz1 biber diinyada en yaygin tiiketilen ve ticarette onemli yeri olan baharatlardan
biridir. Tiirkiye onemli kirmizi biber {ireticisi iilkeler arasinda yer almakta olup,
kirmizi biber verimi diinya ortalamasinin {izerindedir. Tirkiye’de Gilineydogu,
Akdeniz ve Ege bolgeleri baslica kirmizi biber tarimi yapilan bdlgelerdir. Ulkemizde
2003 yili itibariyle 10.000 ha alandan 40.000 ton kirmizi biber iiretimi
gerceklestirilmistir. Yine bu yilin verilerine gore en fazla kirmizi biber {iretimi
yapilan iller sirastyla Kilis (20.952 ton), Gaziantep (8.150 ton) ve Kahramanmaras
(3.839 ton)’tir (Paksoy ve Uslu, 2006).

Kirmiz1 biber taze olarak tliketilmekle birlikte; sanayi hammaddesi olarak tarimi
basta konserve, salga, tursu, act sos ve iglenmis et iiriinleri i¢in yogun bir sekilde
yapilmaktadir. Cizelge 1.1’de de gorildigi gibi Tiirkiye nin biber iiretimi on yil
icinde artig gostermistir. Bununla birlikte, kirmiz1 toz ve pul biber iiretiminde
karsilagilan sorunlar, iiretimde dalgalanmalar, belirsizlikler ve ihracatta biiyiik

sorunlarla karsilasilmasina neden olmustur (Duman vd., 2002).

Cizelge 1.1. Tiirkiye’de son on yil i¢indeki biber liretimi (Duman , 2002)

Yillar 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000
Ton (000) | 920 954 965 1.008 1.080 1.150 1.130 1.390 1.390 1.390

Kirmiz1 biber iireticiligi yaygin olarak baharat olarak kullanilmak icin yapilir.
Hasattan sonra, baharatlar yikama, kurutma, temizleme, siniflandirma, parcalama,
ogiitme, paketleme ve depolama gibi asamalardan gegerler. Kirmizi biber, elde
edildikleri bitkilerin yetistirildigi ortamdan hasat ve satisina kadar gecen islemler
stiresince onemli mikrobiyolojik, kimyasal ve duyusal degisimlere ve bozulmalara
ugrayabilirler. Bununla birlikte giiniimiizde hala ¢ogu iiretici ilkel kogullarda kirmizi
biber iiretimi yapmakta ve 06zellikle biberler toprak kokenli mikroorganizmalar
tarafindan bulagmaktadir. Su, 151k, sicaklik, oksijen ve mikroorganizmalar baharatta

bozulmaya sebep olan etkenlerdir (Erdogrul, 2000).



Findik iilkemiz i¢in tarima dayali digsatimin gelirleri arasinda 6nemli bir yere
sahiptir. Ulke ekonomisinin 2004 yilinda findik ihracatindan elde ettigi gelir yaklasik
olarak 1.220 milyar USD dir. Nitekim Karadeniz Boélgesinde halkin 6nemli bir
kisminin asil gecim kaynagi findik iiretimidir. Findik digsatimi ozellikle basta
Almanya olmak iizere Avrupa Birligi iilkelerine yoneliktir. Ancak findiklarda
aflatoksin diizeyinin zaman zaman Avrupa Birligi iilkelerinde halen gecerli olan
limitleri agmas1 digsatimda yasanan Onemli bir sorundur. Gegtigimiz yillarda
Cekoslovakya’ya findik sevkiyati durdurulmus ve findiga el konulmustur. Bu tiir
tirtinlerin 6zellikle fabrikadaki islemleri sirasinda hizli, ucuz ve etkin bir ayiklama ile
aflatoksin bakimindan digsatim sorunu yaratmayacak hale getirilmesi ekonomik

kayiplarin 6nlenmesi i¢in 6nem tagimaktadir.

TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi tarafindan yapilan bir arastirma sonucuna
gore kabuklu findikta hasat, kurutma ve depolama siiresince Penicillium, Aspergillus
ve Rhizopus cinsine ait tiirlere rastlamlmistir. Kabuklu findikta Aspergillus
spp.gelismesi agacta baslamakta, hasat islemleri boyunca artmaktadir. Tiiketici
tilkeler ve diinya piyasalari kanserojen olan aflatoksin agisindan riskli iriinlerde
aflatoksin limitinin en aza indirilmesini hedeflemektedirler. Bu hedef dogrultusunda
bir¢ok iilkede findikta aflatoksin B1 limiti 5 ng/g’den 2 ng/g’ye, toplam aflatoksin
(B1+B2+G1+G2) 10 ng/g’den, 4 ng/g’ye indirilmistir (Anonim, 2008-a).



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Tiirkiye’de Uretimi Yapilan Kirmuzi biberin Ihracattaki Onemi ve

Aflatoksin Sorunu

Gilinlimiizde Antartika hari¢ biitiin kitalarda yaygin olarak tretilen biberin 2000 y1l1
diinya tiretimi 18.5 milyon tona ulagsmistir. En biiyiik liretime sahip iilke 7.7 milyon
tonluk degerle Cin olup, bunu 1.8 milyon ton ile Meksika, 1.4 milyon ton ile de
Tirkiye izlemektedir. Tiirkiye taze biber liretiminde diinyada {i¢iincii siray1 almasina
(Cizelge 2.1.) ve tek basina diinya biber iiretiminin % 8’ini karsilamasina ragmen,
diinya iglenmis biber ticaretinde ne yazik ki yalnizca % 3’liik bir paya sahiptir

(Duman vd., 2002).

Cizelge 2.1. Bagslica biber tireticisi iilkeler (Duman vd., 2002)

Uretici Ulkeler Uretim Miktar1 (Ton)
Cin 7.683.127
Meksika 1.813.252
Tiirkiye 1.390.000
Ispanya 936.300
Nijerya 715.000
ABD 694.950
Ekvator 600.000
Endonezya 496.908
ftalya 316.209
Giliney Kore 307.000
Diinya 18.500.622

Ulkemizde kirmizi biber tarimi her ne kadar Giineydogu Anadolu, Akdeniz ve
Marmara bolgelerinde genis capta yapilmakta ise de, pazara uygunluk agisindan en
iyi biber ¢esiti Kahramanmaras ve Gaziantep’te yetistirilmektedir. Ulkemizde kirmizi
biber iiretiminin yaklasik % 80’1 bu illerinde yapilmaktadir. Bu bolgelerde biber
yetistiriciligi, ¢ogunlukla kuru kirmizi biber iiretimi amaciyla yapilmakta olup, elde
edilen triinler baharat iiriinii olarak pul ve toz biber iiretiminde kullanilmaktadir

(Duman vd., 2002).

Cizelge 2.2°ye gore Tiirkiye’de kirmizi biber {iiretiminin yillara dagilimda bir
kararlilik goriilmemektedir. Thracat 1991 yilinda 2.252 ton olmasia ragmen, 2003
yilinda 2.206 tona ve doviz geliri ise 6.603.000$’dan 5.430.000%’a gerilemistir. Bu

diisiislin nedeni ise ihra¢ edilen kirmizi biberlerde kanserojen etkiye sahip aflatoksin



miktarinin AB standartlarinin {izerinde bulunmasi oldugu tespit edilmistir (Paksoy

ve Uslu, 2006).

Cizelge 2.2. Tiirkiye’de yillara gore kirmizi biber ihracati (Paksoy ve Uslu, 2006)

IHRACAT
Yillar
Miktar (ton) Deger(10009)
1991 2.252 6.603
1992 3.704 4.615
1993 921 1.526
1994 2.525 2.298
1995 1.175 1.292
1996 528 1.197
1997 690 2.162
1998 2.154 7.411
1999 2.045 7.380
2000 1.402 5.259
2001 2.065 6.230
2002 1.779 5.701
2003 2.206 5.430

Ulkemizde kirmizi biberlerle ilgili ilk ciddi sorun; son on yildir ihrag edilen iiriinlerin
Avrupa iilkelerinden iade edilmesi ile dikkati ¢ekmistir. Sorunun kaynagi olan
aflatoksin tizerine bir ¢ok caligma yapilmistir. Yapilan ¢alismalarda aflatoksinlerin
bitki gelisme doneminde meydana gelebildigi gibi hasatta agikta kurutma sirasinda

ve depolama doneminde meydana gelebildigi tespit edilmistir (Duman, 2002).

Birgok Avrupa iilkesi baharatlarda aflatoksin seviyesini 4 ng/g olarak belirlemistir.
Gegmiste yapilmis birgok inceleme ve aragtirmaya goére kirmizi biberde bu limiti

asmak smirlandirilmistir (Hirasa ve Takemasa, 1998).

Literatiirde gidalardaki aflatoksin tespiti iizerine ¢ok sayida ¢aligma mevcuttur. 1992
yilinda Almanya’da Hamburg Federal Kimya ve Gida Kontrol Servisi tarafindan
analiz edilen 11 adet kirmiz1 pul biberin 6 adedinde 1,3-35 ng/g diizeyinde aflatoksin
B1 belirlenmistir. Ayrica 8 adet siis kirmiz1 biberin 3 adedinin de 1,0-156 ng/g
diizeyinde aflatoksin B1 tespit edilmistir (Diraman ve Arici, 1999).

1992 yilinda Almanya’nin Karlsruhe sehrindeki Kimya ve Tarim Arastirma
Servisinde, Tiirkiye kokenli kirmizi pul ve siis biberlerinde aflatoksin taramasi

yapilmis ve orneklerin toplam % 75’inin aflatoksin B1 igerdigi belirlenmistir. Bunlar



arasinda 100 ng/g’yi gegcen Orneklerin bulundugu da belirtilmistir. Ayn1 yilda
Almanya’ya, Tiirkiye’den ithal edilen kirmizi biberlerin aflatoksin riski nedeni ile
Baden Wiirttenberg eyaleti yonetimi tarafindan imha edildigi de bildirilmektedir
(Celikay, 2003).

Bursa ve Sakarya’da kirmizi biber 6rneklerinde TLC yontemi ile aflatoksin analizi
yapilmis, 34 Ornekten 8’inde aflatoksin tespit edilmistir. Calismada aflatoksin B1
diizeyi 1,65-15 ng/g arasinda saptanmistir (Coksdyler, 1995; Yildirim vd., 1997).

Tarim Bakanlig: tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise, Gilineydogu Anadolu Bolgesi
kokenli 60 kirmizi pul biber 6rneginin 40 adedinde (% 66,7) limit deger 20 ng/g’ nin
altinda aflatoksin B1 belirlenmis; geri kalan 20 6rnek (% 46,7)’ de ise limit degerin
iizerinde sonuglar alinmistir. Orneklerin genel ortalamas 5,7 ng/g olmustur (Diraman

ve Arici, 1999).

Tiirkiye’de satilan kirmizi biber ¢esitlerinin aflatoksin igerigi lizerine yapilan bir
calismada 44 kirmizi pul biber ve 26 kirmizi toz biber 6rnekleri Erzurum’daki ¢esitli
baharatcilardan almmis, Sanlurfa’da iiretilen 20 isot biberi ile birlikte Ince tabaka
kromotografisinde aflatoksin bulagsmau incelenmistir. 8 kirmizi pul biber drneginde
% 18.2 oraninda, 3 kirmizi toz biberde % 10.7 oraninda ve 1 isot biberinde % 5
oraninda aflatoksin (B+G) bulunmustur. Tiim biberlerin aflatoksin igerigi dagilimi
1.1 ile 97.5 ng/g arasinda degisim gostermektedir. En fazla aflatoksin igeren biber

cesidi ise kirmizi pul biber olmustur (Erdogan, 2004).



2.2. Tiirkiye’de Uretimi Yapilan Findigin Thracattaki Onemi ve Aflatoksin
Sorunu

Findik, gerek Tiirkiye ekonomisi gerekse dis ticareti acisindan Onemli bir
triinlimiizdiir. Tirkiye, diinya findik tariminda; dretim miktart ve Kkalitesi
bakimindan birinci siradadir. Ulkemiz ortalama 500-550 bin ton civarindaki findik
tiretimiyle her y1l diinya findiginin % 65-70’ini liretmekte ve diinya findik ticaretinin
% 70-75’in1 karsilamaktadir. Cizelge 2.3’de goriildiigli tizere iilkemizde yaklasik
621.000 hektar alanda iiretimi yapilan findikla ortalama 395.000 aile ge¢imini
saglamakta ve yaklagik 8 milyon insan findigin {iretimi, hasadir ve islenmesinden
gelir elde etmektedir. Findik iiretiminde iilkemizi sirasiyla Italya, Azerbaycan,

Giircistan, A.B.D., Ispanya, Fransa ve Yunanistan izlemektedir (Anonim, 2007).

Yogun olarak Karadeniz Bolgesinde yetistirilen findik, bugiin iilkemizin 33 ilinde
tiretilmektedir. Findik {iretimi yapan igletmelerin % 61’inin, baska bir ifade ile 240
bin isletmenin (Ordu, Trabzon ve Giresun illerinde) tek gecim kaynagmi findik
olusturmaktadir. Findik {iretimi 6zellikle Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesinin
engebeli ve s1g toprakli arazilerinde erozyonun 6nlenmesine katkida bulunmaktadir.
Tiirkiye liretiminin ortalama % 60’1in tretildigi bu bolgede findik tariminin siirekli
yapilmasi zorunlulugu bulunmaktadir. Ciinkii bolgede findigin alternatifi olabilecek

baska bir iirlin yetistirme imkani1 bulunmamaktadir (Anonim, 2007).

Cizelge 2.3. Findik dikim alanlar1 ve liretim miktarlari1 (Anonim, 2007)

Dinya TURKIYE
YILLAR Uretimi — = . -
Dikim Alani (Ha.) Uretim Miktan
(Ton)
(Ton)

1975 502.356 387.000 3217.000
1985 380.353 405.000 184.000
1990 560.757 500.000 375.000
1995 633.000 500.000 435.000
1996 613.000 525.000 446.000
1997 600.000 525.000 470.000
1998 767.000 540.000 595.000
1999 802.000 540.000 546.000
2000 691.000 544.000 495.000
2001 915.000 548.000 570.000
2002 785.000 548.000 615.000
2003 651.000 548.000 450.000
2004 540.000 621.000 358.000
2005 800.000 621.000 600.000
2006 - 621.000 649.000




Cizelge 2.3’e bakildiginda 1975 yilinda 387000 ha. olan dikim alani, 2006 yilinda
621.000 ha.’ya ulasmis ayni yillardaki iiretim miktarlar1 kiyaslandiginda artis
yaklasik 2 katina ulasmustir. Uretimdeki artisa ragmen findik ihracatinda zaman
zaman yasadigimiz problemler kirmizi biberde oldugu gibi aflatoksin kaynaklidir.
Diinyada en biiyiik iiretimi yapmamiza ragmen karsilagtigimiz bu sorun nedeniyle
Avrupa Birligi findik {iretimi i¢in Ispanya’y1 tesvik etmis ve bu destek uluslararasi

rekabette pazar payimizi etkilemeye baslamistir (Heperkan, 2007).

Cizelge 2.4. Farkli calismalarda analiz edilen findiklarin aflatoksin icerme oranlari
ve aflatoksin miktarlar1 (Heperkan, 2007)

Bolge Yontem | Ornek Pozitif ornek | Arahk Limitin Yayin sahibi
sayisi sayisl iizerinde
(ng/kg)
>2ng/kg
Say1 % En yiiksek | En diisiik | Say1 | %
Giresun, TLC 25 5 20 B1: 1,8 Bl1: 1,1 - - Eke ve Goktan,
Ordu 1987
Giresun TLC 30 0 - - - - - Simsek ve ark.,
2002
Giresun, | HPLC 725 176 23.6 B1:2,8 BI1:0,1 3 0,4 Ozel sektor, 2003
Ordu, X:5,6 20,4
Acakoca
Agakoca | HPLC 176 - - B1:75 B1:2,7 10 5,7 Alug ve Alug, 2003
2:79 x:4,7
Giresun HPLC 140 - - B1: 75,7 B1:2,2 20 14,3 Ozel sektor, 2005
2: 150 243
Ordu HPLC 161 - - B1:29,4 B1:2,1 16 9,9 Ozel sektér, 2002
%:135,5 %:3,6

Cizelge 2.4.’te goriildiigii gibi Tiirkiye’de iiretilen findikta yapilan calismalar zaman

zaman aflatoksin problemi ile karsilasildigini1 gostermektedir.

Findikta aflatoksin sorunu ilk olarak 1967°de Kanada’ya gonderilen 10 ton i¢
findigin aflatoksin igerdigi gerekcesi ile geri ¢evrilmesi ile ortaya ¢ikmistir. Bu
tarihten itibaren findikta aflatoksin sorununu ortadan kaldirmak igin birgcok c¢aligsma

yapilmistir (Demir, 2002).



2.3. Aspergillus’un Aflatoksijenik Suslar:

Aflatoksinler , A. flavus, A. parasiticus ve A. nomius kiifleri tarafindan olusturulan ve
en basta karaciger kanseri olmak iizere bir ¢ok kansere neden olan mikotoksinlerdir.
A. flavus baskin olarak aflatoksin B1 ve B2 iiretir. Buna ek olarak A. parasiticus G1
ve G2 lretir . Bu toksinler ultraviyole 15181 altinda gosterdigi floresans 6zellige gore;
mavi (blue) floresans veren “B” ve yesil (green) floresans veren “G” harfleri ile

adlandirilmiglardir (Kurtzman v.d., 1987).

A.flavus ve A. parasiticus siklikla depo kiifleridir ve depoda gelisimleri sonucunda
aflatoksin {iretirler, bu da tiim diinyada yasanan Onemli bir problemdir. Uygun
ekolojik bolgelerde bu funguslar kolonize olurlar ve tarlada gelisen iiriine hiicum

ederler (Payne, 1998).

Aspergillus gelisimi ve aflatoksin olusumlarina nem, sicaklik, {irlindeki mekanik
zedelenmeler, kuruma hizi, kizisma, depo atmosferi, CO, ve O, miktari, iiriiniin
dogal yapisi, mineraller, kimyasal uygulamalar, bocekler ve diger funguslarin

faaliyeti gibi birgok faktor etki etmektedir (Duman vd., 2002).

Bu tez calismasinda TUBITAK-MAM’dan temin edilen A. parasiticus 2929 kiif susu
kullamlmustir. Sekil 2.1°de bu kiif susunun Siileyman Demirel Universitesi Deneysel
ve Gozlemsel Ogrenci Arastirma ve Uygulama Merkezinde alinmis gériintiileri

verilmektedir.

a b

Sekil 2.1. a-b) A. parasiticus 2929.



2.4. Aflatoksinler ve Eliminasyonunda Kullanilan Kimyasal ve Tahribatsiz

Yontemler

Aflatoksinlerin genel 6zellikleri;

® Kuvvetli alkalide hemen bozulur ve sulu ¢ozeltide fazla saklanamazlar.

Ayrica 1s18a da asirt duyarli olduklarindan, kisa siireli 1siklanmada bile yapisal
degisime ugrarlar.

Aflatoksinler renksiz veya sari, igne seklinde kristallerdir.

Saf aflatoksinler yiiksek sicakliga kars1 ¢ok dayaniklidir.

Normal pisirme ve pastdrizasyon i¢in 1sitma aflatoksine zarar vermez.

Besin hazirlama islemleri ile aflatoksinlerin uzaklastiriimasi miimkiin degildir.

Yiiksek derecede polar ¢oziiciilerde iyonlastiginda, 1sikta ve oOzellikle UV

radyasyonuna maruz birakildiginda dayaniksizdirlar.

® Kloroform ve benzendeki ¢ozeltileri eger karanlikta saklanirsa yillarca
dayanabilir.

® Aflatoksin kanser sebebi olarak bilinir ve B1, B2, G1 ve G2 olarak smiflandirilir
(Sekil 2.2).

® Aflatoksin B1 diger aflatoksinlere gore daha fazla toksik etkiye sahiptir (Tunail,

2000).

Aflatoksin B1 miktar1 bir¢ok iilkede smirlandirilmistir. Bu limit AB iilkelerinde 2

ng/g olarak belirlenmistir.

AFBy AFGy

Sekil 2.2. Aflatoksin B1, G1, B2 ve G2’nin kimyasal yapilar1 (Tunail, 2000)

Gidalarda aflatoksin analizi kimyasal yontemlerle yapilmaktadir. Yaygin olarak
HPLC testi kullanilmakla beraber ELISA (enzyme-linked immunosorbant assay) ve

MS (mass spectrometry) testleri de aflatoksin tespiti i¢in kullanilmaktadir.
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Kimyasal olmayan yontemlerle aflatoksin tespiti lizerine de calismalar yapilmstir.
Tyson ve Clark (1974), aflatoksin soliisyonunda bekletilmis cevizlerle ¢alismalar
yapmustir. Aflatoksin igeren cevizler 365 nm dalga boylu UV 15181 altinda
incelenmistir. Goriiniir spektrumda aldiklar 1siklarin oranlari ile %90 basar1 orani ile
20 ppm’den yiiksek dozda aflatoksin iceren cevizleri ayirt edebilmisledir. Farsaie ve

McClure (1978)’ de bu metodu yer fistiklar1 iizerinde denemislerdir.

Hesseltine ve Shortwell (1981) tarafindan yapilan bir ¢alismada UV 11k altinda
A. flavus kiifii iceren musirlarin aflatoksin ile birlikte tirettigi ikincil bir metabolit
olan kojik asit ile ilgili olarak BGY (parlak-yesil-sar1) florasan 15181 yaydigi
goriilmiistiir (Sekil 2.3.). Fakat Wilson (1989) aflatoksin igeren misirlarin her zaman
BGY floresans (bright greenish yellow flourescense) 15181 yaymadigini, yani
ortamda her zaman da kojik asit olusmadigini tespit etmistir. Yapilan ¢alismada agik

mavi renk toksik madde igerdiginin gostergesi olarak tespit edilmistir.

Sekil 2.3. UV 151k altindaki misir demeti goriintiisii (Wilson,1989)

Sekil 2.3’de goriildiigi iizere aflatoksin iceren musir tanesi digerlerinden kolaylikla
ayirt edilebilmektedir. Bu kontamine musir tanesi digerlerinden ayristirildiginda
biitiin grubun aflatoksin miktar1 kabul edilebilir sinirlarin altina inecektir. Buna
benzer olarak calismamiz sonucunda aflatoksinli findik tanelerinin ayristirilmasi
gerceklestirilebilir. Burada misirdan yansiyan yesil ve kirmizi 1sik oranlar

kullanilmustir.
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Hirano vd. (1998), fistiklarin 700 nm ile 1100 nm dalga boylarinda 15181 gecirgenlik
oranlarina bakarak siniflandirma yapmistir. Pearson vd. (2002), tarafindan yapilan
calismada 15181 yansitma frekanslart kullanilarak (R7ss/ Rigos) 10 ng/g den yiiksek
dozda aflatoksin igeren musirlar tespit edilebilmistir. Wigger (1988), renkli
goriintiileme sistemlerini kullanarak kiifli soya fasiilyelerini ayirt edebilmistir.
Wigger kirmizi/mavi, kirmizi/ yesil ve yesil/mavi oranlarin1 kullanarak siiflandirma

yapmuistir.

Goriintii yerine ¢arpma seslerine dayali yontemler de yapilan c¢alismalarda yer
almaktadir. Cetin vd. (2004), carpma seslerini kullanilarak kabugu acilmamis ve
kabugu acilmis Antep fistiklar1 ses tanima yontemi ile ayirt edilebilmistir. Catlak
olan ve olmayan fistiklar1 ses tanimaya dayali yontemle ayirt etmeye yarayan
cihazlar (Sekil 2.4a) ABD’de USDA (United States Department of Agriculture)
tarafindan tasarlanmis olup saniyede 40 fistig1 isleyebilmektedir. Gelistirilerek
fabrikaya entegre edilen ve halen Kaliforniya’daki fabrikalarda kullanilan (Sekil
2.4b) sistem yaklasik 4000 fistik (3-4 kilo) isleyebilme kapasitesine sahiptir.

Sekil 2.4. a-b)Carpma seslerini kullanarak kabugu ¢atlamis veya ¢atlamamis Antep
fistiklarin1 ayirt edebilen cihaz (Cetin ve Pearson,2004)

Gaziantep fistik ireticilerinin talepleri dogrultusunda bu cihazlarin iilkemizde
kullanim1 i¢in calismalar yapilmaktadir. Bu kapsamda bu cihazlardan bir tanesi
tilkemize getirilmis ve Ankara’da yapilan caligmalar ile Gaziantep fistigina gore
egitilmeye baslanmistir. Elde edilen ilk sonuglar Gaziantep’te faaliyet gdsteren bir
firmanin yetkililerine gegtigimiz aylarda sunulmus ve bu cihazlarin gelistirilip

Gaziantep’te kullanilmas1 adina ortak kararlar alinmistir.
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Uygun olmayan kosullarda islenen findikta ve hasat 6ncesi veya sonrast donemde
kabugunda hasar (¢atlak, kirik, delik, vs.) olan findikta aflatoksine sebep olan kiifiin
tiredigi tespit edilmistir. Yapilan caligmalarda aflatoksin iceren fistiklarin neredeyse
tamamina yakininin kabugunun erken catlamis oldugu tespit edilmistir. Benzer
yaklagimla kabugunda hasar tespit edilen findiklarin ayristirilmasi findik yigmi
igerisindeki ortalama aflatoksin igerigini diisiirebilir. Kabugu hasarli findik taneleri

carpma sesleri kullanilarak ayristirilabilir. Onaran vd. (2005), tarafindan yapilan bir

calismada i¢i bos ve dolu findiklar1 ses tanimaya dayali olarak ayristirabilmistir

(Sekil 2.5).

Sekil 2.5. Carpma seslerine gore findiklarin siniflandirilmasi (Onaran v.d., 2005)

Tahribatsiz tespit alaninda calisan arastirmacilar 6ncelikle kendi iilkeleri i¢in 6nemli
olan gida tiirleri iizerinde incelemeler yapmislardir. Diinyadaki en biiylik findik
tireticisi oldugumuz ve buna ek olarak kirmizi biber iiretiminde diinya siralamasinda
ticlincii sirada oldugumuz g6z oniine alindiginda bu gidalarin glivenligi konusundaki
arastirmalar oncelikle {ilkemiz bilim adamlarinin sorumlulugunda olmalidir. Nitekim
yurtdiginda findik ve kirmizi biber iizerine hiperspektral goriintiile sistemi ile
yapilmis bir ¢aligma mevcut degildir. Bu iiriinler {izerine yapilacak ¢alisma {ilkemiz
icin 6nemli bir katma deger getirecegi gibi diinya literatiiriinde de ilk olma 6zelligi

tasiyacaktir.
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2.5. Hiperspektral Goriintiileme Sistemi ve Bu Sistemin Gidalardaki Aflatoksin

Sorununun Coéziimiine Yonelik Kullanimi

Hiperspektral goriintiileme sistemi tahribatsiz bir tekniktir, genellikle yansitilan
enerjiye dayanir. Hiperspektral algilayicilar ile dar bantli ve siirekli araliklandirilmis
yiizlerce spektral bantta veri toplanabilmektedir. Spektral Ozellikler sayesinde
goriintii elemanlarinin degisimi, benzerlikleri ve farkliliklari algilanabilmektedir. Bu
sayede goriintii igindeki bolgelerin siniflandirmast veya taninmasi standart goriintii

algilayicilarina oranla ¢ok daha yiiksek bir bagsarimla saglanabilmektedir.

Bir hiperspektral goriintii alim iglemesinde 3 boyutlu bilgi seti (hiper kiip olarak
adlandirilir) olusturulur. Burada x, y boyutlar1 uzaysal ve z boyutu 1s1n dagilim ile
ilgilidir. Sekil 2.6’daki kiip hiperspektral goriintii ile olusturulmustur ve iki uzay
boyutu ve bir hayali (151n dagilimina dayali) boyut (X,Y,A) bulunmaktadir (Jiang vd.,
2006).

Sekil 2.6. Tipik goriintii kiipti (Jiang vd., 2006).

Bu goriintiileme sistemi arazi Olglimlerinde ve mikroskobik dlglimlerde
kullanilmaktadir. Bu sistem ile goriintii aliminin iki 6énemli yontemi vardir. Ilki
iskelet kamera (Framing Camera)’ ya sirali gorlintiilleme sistemidir. Farkli dalga
boylarinda filtreler ile ¢oklu x-y gbriintii alim1 yapilir. Bu sistem kolay, ucuz ve hizli
uygulanabilen bir yontemdir. Fakat hedeflenen goriintiiniin alinmasi simirlidir. Ikinci
metod ise “Pushbroom” olarak adlandirilan goriintiileri bantlar arasina ilave eden bir
sistemdir. Bilginin bir uzaysal ¢izgisini alir karsisina spektral arali§1 girer ve sonra
hareket ederek sonraki bilgi ¢izgisini alir. Bu sistem ¢ok sayida x-z goriintiisii ve
cesitli y gorlintlisii olusturur. Bu sistem yigilmis dalga boylarini yakinlastirir ve

hedeflenen goriintliye ulagmayi saglar. Bununla birlikte bu sistem ilk sisteme nazaran
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daha yavastir ve daha pahalidir. Teknoloji Gelistirme Enstitlisii hayvan yemlerinde
kiif tespiti icin “pushbroom” sistemin daha faydali oldugunu farkli bir ¢ok kiif tiirii
ile yaptig1 calismalarda tespit etmistir. Yaptiklar1 diger bir c¢alismada ise
gelistirdikleri “visible/near infrared” sistem ile aflatoksin tespiti yapmiglardir (Poole,

2002).

Hiperspektral (HS) veri tarim {riinlerinde denetimde ¢ok yararlidir. Hizli ve
kimyasallar gibi zarar vermeyen bir yontemdir. Yapilan bir ¢aligmada misirin
aflatoksin denetimi i¢in diisiinilmiistir. HS data ¢ok sayida misirin ayni anda
denetimini saglamistir. HS metodlart BGYF denetim dogrulugu sorunlarinin
tistesinden gelmistir. 10000 ng/g aflatoksin seviyesindeki bir misir tanesinin yeri HS

metotta tespit edilirken BGYF metotta bu belirlenememistir (Casasent vd., 2002).

NIR (near infrared) reflektans spektra (500-1700 nm) kullanilarak yapilan bir diger
calismada A. flavus’un da i¢inde bulundugu ¢ok sayida kiif susu kendilerine 6zel
gostermis olduklar1 belirtilere bakilarak birbirlerinden % 95 basar1 oraniyla
ayrilabilmis, ayni calismada aflatoksinli misir tohumlar1 725-1175 nm bant
araliginda 10 ng/g ve lzeri aflatoksin igeren Ornekler % 99 basar1 oraniyla

ayrilabilmislerdir (Pearson vd., 2002).

Amerika’da ceviz kabugu ve ic¢i arasindaki otomatik ayirimi hasattan sonra
endiistride zorunlu hale getirilmistir. Geg¢mis yillarda hiperspektral floresans
goriintiileme tarim Triinlerinde kalite ve gilivencenin denetimi amaciyla ve farkl
kimyasallarin tespiti ile ilgili denetimlerde kullanilmistir. Bu calismada ise siyah
ceviz kabugu ve i¢ cevizin farklilik analizinde bahsi gecen goriintiilleme sistemi
kullanilmigtir. Gaussian-kernel destek vektor makinesi yaklasimi kullanilarak (SVM)
6257 6rnegin goriintli analizi yapilmis % 90.3 oraninda tanima gerceklesmistir. SVM
geleneksel prensip bilesik analizi ve Fisher’s tanimlama Analizi ile (FDA)

kiyaslanmis ve sonuglarin daha basarili oldugu kanitlanmistir (Jiang vd., 2006).
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Sekil 2.7. a. Hiperspektral goriintiileme sistemi b. Blok diyagram (Jiang vd., 2006).

Sekil 2.7°deki hiperspektral goriintiileme sistemi USA Beltsville, MD, Ziraat

Boliimii Enstriimental ve Duyusal Laboratuvarlarina gelistirilmistir.

a b c d

Sekil 2.8. Goriintli aliminda kullanilan 6rnekler; a. parlak i¢ ceviz, b. koyu renkli i¢

ceviz, c. kabugun i¢ yiizii, d. kabugun dis yiizii (Jiang vd., 2006).

Jiang vd., (2006), bilgi setine 4 farkli kategoride ceviz 6rnegi se¢mis, drnek sekilleri

diizensiz oldugundan, sekiller degerlendirmeye alinmamustir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.9. Ceviz 6rneginin hiperspektral goriintiileri (Jiang vd., 2006).

Sekil 2.9°da ceviz 6rneginin hiperspektral goriintiileri her siitundaki sekiller farkl bir
dalga boyunda, her satirdaki 6rnekler de farkli bir kategoride olmak iizere verilmistir.
Burada 1’den 8’e kadarki siitun sirayla 425nm, 470 nm, 515 nm, 560 nm, 615 nm,
660 nm, 745 nm ve 775 nm dalga boyunda ¢ekilmis 6rnek sekillerini géstermektedir
(Jiang vd., 2006).

2.6. Ultraviyole Isin Tipleri ve Kullanim Alanlar:

Vakum UV: Dalga boyu 200 nm ile 10 nm araliginda olan 1siklara "Vakum UV"
denilmektedir. Hava tarafindan giiclii bir sekilde absorbe edildiginden vakum etkisi
yaratir. Ozellikle 150-200 nm’lik dalga arahiginda havanin oksijeni tarafindan
absorbe edilir. Yapilan ¢alismalarda atmosferdeki serbest oksijen ve saf nitrojen

kullanilarak vakum ¢emberi kurulmustur (Anonim, 2008-b).

UV-C: Kisa dalga boyuna sahiptir. UV-C bir elektromanyetik radyasyon
uygulamasidir ve 200-280 nm arast dalga boyunu kapsar. 254.7 nm dalga
uzunlugunda bakteri, viriis, maya ve kiif sporlarina kars1 antiseptik 6zellik gosterir.
UV-C radyasyon mikroorganizmanin hiicre duvarina niifuz eder, hiicre boyunca
gecer, DNA (deoksiriboniikleikasit)’ya ve diger genetik materyale kadar uzanir.

Boylelikle kimyasal olmayan yapr zarar goriir (Sekil 2). Hava ylizey ve su
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dezenfeksiyonunda kullanilir. UV-C’ye asir1 maruz kalmada deri kizariklig1 ve goz
kizariklig1 olusur fakat bu deri kanserine ya da kataraktlara neden olmaz (Anonim,

2008-b).

UV 254.7nm

G DNA cift sanmali

NSRS
l

Sekil 2.10. Primidin molekiiliindeki ¢ift bag olusumu ve UV’nin replikasyonu
engellemesi (Tchobanoglous, 1997)

UV-B: Cok kisa aralikli bir dalga boyudur fakat giinesin tehlikeli bir parcasidir.
Cogu UV-B 1511 atmosferde ozon tabakasi tarafindan absorbe edilerek azaltilir.

Uzun maruz kalma siiresi sonucu deride ve gozlerde olumsuz etkilere neden olur.

UV-A: Uzun dalga boyuna sahiptir. Siyah 151k olarak da bilinir. Tipta ten renginin
bronzlastirilmasinda, deri hastaliklarinin  tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica
hiperspektral goriintiileme sistemlerinde; uzaydan arazi sekilleri ¢ekiminde ve
mikroskobik 6l¢limlerde kullanilmaktadir. Bu ¢alismada goriintiileme sistemi i¢inde

kullanilan bu 1s1n tiiriidiir (Anonim, 2008-b).

K-ray Ultraviyole Goriilir Igik Kizil Gtesi
- -

—
-

Y

—_—| -

WAL VL JUv-B ur
u

S |

Dalga boyu

100 O = 2180 N5 400 780

H
Hg- DU Uk bamng lambam
4nm

Sekil 2.11. Elektromanyetik Spektrum (Anonim, 2008-b)
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Arastirmada Ordu ilinden temin edilen findik 6rneklerinde 300’e yakin aflatoksin
analizi, Kahramanmaras basta olmak iizere cesitli illerden toplanan kirmizi pul

biberlerde 62 aflatoksin analizi gergeklestirilmistir.
3.1.1. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Kiif sayiminda ve kiiflerin stoklanmasinda kullanilmak iizere Patates Dekstroz Agar
(PDA) besiyeri segildi. Otoklavlanan PDA 50°C’ye kadar sogutulup pH degerinin
kiiflerin gelismesi i¢in optimum hale gelebilmesini saglamak amaciyla litreye 14 ml
tartarik asit veya laktik asit ilave edilmistir. Burada besiyeri sogutulmadan bahsi
gecen asitlerin eklenmesi halinde besiyerinin enzimatik yapisini bozulacak ve
donmasi engellenecektir. Hazirlanan besiyeri steril petrilere dokiilerek (10-15 ml)

donmas1 beklenmig ve ardindan buzdolabinda (+4 °C) saklanmustir.
3.1.2. Dilisyon Hazirlama

Diliisyon i¢in peptonlu su kullanildi ve formiilasyonda belirtilen miktarda
hazirlanildi. Otoklavlandiktan sonra steril tiiplere 9’ar ml koyularak +4 °C’de

saklanildu.
3.1.3. Orneklerin Hazirlanmasi ve izlenecek Yol
3.1.3.1. Farkh illerden Toplanan Kirmizi1 Biber ve Findik Ornekleri

Yapilan bu 6n ¢alismanin amaci farkl illerden toplanan 6rneklerle kirmizi biber ve

findikta aflatoksin sorununun son durumunun incelenmesidir.

Antalya, Burdur, Isparta, Ankara, Yozgat ve izmir’den 64 findik 6rnegi toplanmis ve
bu o6rnekler toplandiklari illerden pazardaki kosullarda kalmalar1 i¢in soguk bir zincir

olusturularak aflatoksin analizine alinmiglardir.

19



En basta Kahramanmaras olmak iizere Hatay, Izmir, Isparta, Antalya, Erzurum ve
Diyarbakir gibi farkli illerden toplanan 62 adet kirmizi biber 6rnegi toplanmis soguk

zincir olusturarak alindig1 yerdeki aflatoksin miktarini korumasi saglanmistir.
3.1.3.2. Findiklarda A. parasiticus’un Gelisim Siireci

20 adet esit biiyiikliikte segilen kabuklu findik 6rnegi iki gruba ayrildi. Gruplardan
biri daldirma yontemi kullanilarak (3.2.1.2) kiif ile bulastirildi. Diger gruba ise bir
uygulama yapilmadi. Birer hafta aralikla yapilan ekimlerde 2 tekerriir uygulanarak

sonugta tekerriirlerin ortalamalar1 kob/ml olarak hesaplandi.
3.1.3.3. Gama Radyoaktivite Yontemi ile Gidalarda Yiizey Sterilizasyonu

Gama 1sinlar1 kisa dalga boylu elektromanyetik radyasyonlardir. Gama radyasyonu,
alfa ve beta yaymimu tiirev ¢ekirdek tarafindan olur. Radyoaktif ¢ekirdekten alfa ve
beta 1sinlari yayinlandiktan sonra tiirev ¢ekirdek uyarilmis halde bulunur. Bu
cekirdekte asir1 bir enerji vardir. Cekirdek normal haline gecerken bu asir1 enerjiyi
kaybetmesi, ¢ekirdekten bir parcacigin firlamasi seklinde olmazsa buna ‘““izometrik
gecis” denir. Bu sirada bir gama 1511 yayinlar. Yiiksek enerjili gama 1sinlart birkag
santimetre kalinligindaki kursundan gegerler. Yiiksliz olduklarindan elektrik ve

manyetik alanlardan etkilenmezler. Iyonlastiric1 6zellige sahiptirler (Anonim, 2008-

c).

Gama 1sinlart ile sterilizasyon yontemi; hizlandirilmis elektron demetleri/x-1s1nlar
kullanilarak gerceklestirilen ileri teknoloji bir soguk sterilizasyon yontemidir. Islem
esnasinda sicaklik artis1t ¢ok azdir. Sterilizasyon gilivencesi seviyesi (SAL) cok
yiiksektir. Uriin iizerinde kalint1 birakmaz. Islem kontrolii ¢ok kolaydir ve tek bir

paremetre (uygulanilan doz) ile yapilir (Anonim, 2008-c).

Saglik tirtinlerinde, polimer bi¢cimlendirmede ve gida 1sinlanmasinda kullanim alant
bulunmaktadir. Gama 1sinlamasi gidalar1 koruyarak raf Omriinii uzatir, patojen
mikroorganizmalardan temizlenmesini saglar, ayrica baz1 gida {riinlerindeki
cimlenme ve filizlenmeyi de Onler. Isinlamada kaynak olarak Co-60 veya Cs-137

izotoplar1 kullanilir (Anonim, 2008-c).
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3.1.3.4. Kabuklu, Catlak ve I¢ Findikta Aflatoksin Miktarindaki Degisimlerin
Tespiti

Uygun olmayan kosullarda islenen findikta ve hasat dncesi veya sonrasi donemde
kabugunda hasar (catlak, kirik, delik, vs.) olan findikta aflatoksine sebep olan kiifiin
gelistigi tespit edilmigtir. Literatiirde Antep fistig1 ve musir lizerinde aflatoksin tespiti
yapabilen yontemlere sikga rastlanmistir. Yapilan c¢alismalarda aflatoksin igeren
fistiklarin neredeyse tamamina yakinin kabugunun erken catlamis oldugu tespit
edilmistir. Benzer yaklasimla kabugunda hasar tespit edilen findiklarin ayrigtiritlmasi
findik y1gin1 igerisindeki ortalama aflatoksin igerigini diisiirebilir. Bu diisiincemizi
kanitlayabilmek ve aymi zamanda tahribatsiz ve hizli goriintiile sistemleri ile
aflatoksinli iirlinli toplam yigindan ayirabilmek icin kabuklu, catlak kabuklu ve ic¢

findik olmak {izere 3 findik grubu olusturduk.

Genel olarak ornek hazirlama asamasinda proje ekibimiz ODTU Enformatik
Enstitiisiinde Sekil 3.1’de goriildiigii iizere kabuklu findiklari, metal bir yiizeye
captirmis ve ortaya ¢ikan sesleri kaydetmislerdir. Sesi alinan findik tanesinden
hiperspektral yontemlerle goriintii alimi da yapilmistir. Bu iki tiir bilgi findigin
otomatik olarak smiflandirilmasinda kullanilmistir. Boylelikle findiklar saglam

kabuklu ve ¢atlak kabuklu ve i¢ findik olarak siniflandirilabilmistir.

VR
R | 2:Carpma
1:Gozle ve seslerinin ve

Kabuklu aglrllk_ olgtimii gorintiilerinin
Findik ile kaydedilmesi

: Y \ \ Simiflandirma
5:Kimyasal
analiz

vinration feader
laser beam N S
) :

cptical - - "EI—___"__-L". microphans
irigger Q\; oo

impact plate < _ " raflector

)

‘ 4: ¢

findiklarin
gortntiilerinin
kaydedilmesi
UV,VIS,NIR

3: Findiklarin
kirilmast

Sekil 3.1. Kabuklu findiktan akustik ve goriintiisel veri toplama islem semast
(Onaran vd., 2005)
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Giliniimiize kadar findiklar {izerinde yapilmis aflatoksin denemeleri literatiirden
taranmis ve belirli bir siirecte aflatoksin miktarlarindaki artisin incelenmedigi tespit
edilmistir. Ayrica calismamizda bu toksin artisiyla multispektral goriintii verileri
arasinda bir korelasyon kurulmasi planlanmigtir. Kimyasal analiz sonuglarinin elde
edilen goriintiilerle korelasyonunda findigin hangi formlarinda (kabuklu, kabuksuz,

catlak) daha olumlu sonug elde edilebildigi arastirilmistir.

Bu amagla ilk deneme igin tez projem kapsamida ODTU Enformatik Enstitiisii ve
TUBITAK-ATAL ile ortak ii¢ haftalik bir ¢alisma programi hazirlanmistir. Bu
programa gore ilk giin findiklar saglam kabuklu, ¢atlak kabuklu ve i¢ findik 6rnekleri
olmak tizere 3 gruba ayrilmistir. Deneme i¢in kullanilacak bu findiklar Tiirkiye Atom
Enerjisi Kurumuna gonderilerek, gama radyoaktivite analizine tabi tutulmus ve
boylelikle yiizey sterilizasyonlar1 saglanmistir. Ardindan aflatoksin {rettigini
bildigimiz ve TUBITAK-MAM’dan temin ettigimiz A. parasiticus 2929 kiif susu
kullanilarak swap yontemi ile findik 6rnekleri kontamine edilmistir. Her grup icin 16
petri ve her petride 15 findik 6rnegi hazirlandi. Bu ornekler goriinti alimi

yapilincaya kadarki stirede 25°C’de muhafaza edildiler.
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HPLC ile Aflatoksin Analizi
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Goriintiileme verileri ile aflatoksin analiz
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Sekil 3.2. Findikta 6rnek hazirlama ve aflatoksin analizi akis semasi

Goriintii alimi i¢in kabuklu findiklar ile ¢atlak kabuklu findiklarin kabuklar1 kirilmig
ve i¢ findiklarla ayn1 konuma getirilerek, yani yalniz lizerlerindeki zarlarla goriintii
alimi gerceklesmistir. Aflatoksin analizi yine findiklarin bu hali ile yapilmistir (Sekil
3.2). Goriintii alimma gotiiriilirken ve goriintiilemeden sonra, aflatoksin analizine
getirilirkenki siirecte kiif miktarinda ve dolayisi ile aflatoksin miktarinda herhangi bir

degisim olmamasi i¢in findik 6rnekleri -20°C’de muhafaza edilmislerdir.

Saglam kabuklu findik 6rnekleri ve ¢atlak kabuklu findik 6rneklerindeki aflatoksin
miktarlarinin diger i¢ findik grup drneklerine nazaran daha az aflatoksin icerecegi
diisiiniilmiis ve bu gruptaki ornekler 6. giine kadar beserli gruplar halinde iki
tekerriirlii olarak analize sokulmustur. I¢c findik ornekleri ise teker teker analize

alinarak toplamda bir giinde 12 i¢ findik analizi yapilmistir. Yapilan arastirmalar 6.
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glinden itibaren aflatoksin seviyesinde bir farklilik olacagini gosterdiginden bu
glinden itibaren aflatoksin analizlerinde saglam kabuklu ve catlak kabuklu findik
grup sayisi iki katina g¢ikarilmistir (yani 4 grup olusturulmustur). Buna ek olarak
catlak findik grubunda aflatoksin artisinin daha fazla olacag: diisiiniilerek gruptaki
ornekler teker teker analiz edilmistir. 9. deneme giiniinde aflatoksin analizlerinde
beklenen degisime rastlanmadigindan 6rnek gruplari ve sayisi baglangigtaki seviyeye

diistirilmiistir.

Analizler sirasinda c¢esitli nedenlerle bazi 6rneklerden fire verildiginden baglangicta
belirlenen sayilarin altinda 6rnek analizi, sonuca ulagabilmis sonug olarak 216 findik

analizi ger¢eklesmistir.
3.1.3.5. Kavrulmus i¢c Findikta Aflatoksin Miktarindaki Degisimin Tespiti

Findik goriintiilerinin - siniflandirilmasinda  ayristirmay1 yapabilecek bir sistem
gelistirilmesi i¢cin elimizde aflatoksin igeren ve igermeyen findiklar olmasi
gerekmektedir. Bu findiklarin temini i¢in yapay yolla ve aflatoksijenik sus
kullanilarak findiklar kiiflendirildi ve aflatoksin olusumu saglandi. Oncelikle bu

deneme i¢in 9 grup olusturulmasi planlandi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Findikta aflatoksin miktarindaki degisimin tespiti i¢in kullanilan gruplar

9 giin muhafaza edilen grup | 18 giin muhafaza edilen grup
(25°C ve % 90 nem) (25°C ve % 90 nem)

Kiiflii, zarh ve kavrulmus 100 findik 100 findik
ornekler
Kiiflii, zarh ve kavrulmams 100 findik 100 findik
ornekler
Kiifsiiz, zarh ve kavrulmus 100 findik 100 findik
ornekler
(Kontrol Grubu 1)
Kiifsiiz, zarh ve kavrulmamis 100 findik 100 findik
ornekler (Kontrol Grubu 2)
Kiifsiiz ve bekletilmemis - -
ornek grubu
100 adet (Kontrol grubu 3)
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TUBITAK tan temin edilen ve aflatoksin iirettii bilinen A. parasiticus 2929 kiif
susu PDA’da cogaltilip 500 ml steril saf su bulunan genis bir beher icerisine alindi
(3.2.1.2. Daldirma Yontemi). Steril su igerisinde homojen olarak dagilmasi
saglandiktan sonra 400 adet i¢ kabuklu findik 6rnekleri bu siviya daldirilip ¢ikarildi.
Diger 400 findik 6rnegi de igerisinde yalnizca 500 ml steril saf su bulunan petriye
daldirilip ¢ikarildi. Bu grup kontrol grubu (1-2) olarak kabul edildi. Son grup ise

yalnmiz kavrulmus temiz findik 6rneklerini icermektedir.

[k olarak kiifsiiz 100 adet findik grubu 130°C’de 15 dk. yalmz kavrularak goriintii

alimi i¢in gonderildi.

Sekil 3.3. Kiifsiiz kavrulmus findik grubu

Ikinci olarak; 9 giin sonunda 2 grup (kiiflii ve kiifsiiz) 130°C’de 15 dk kadar Pastor
firininda kavruldu. Kavurma iglemi literatiir taramasi sonucu uygun sicakligin tespiti
ile yapildi. Literatiirde uygulanan 121-177°C arasindaki tim kavurma
uygulamalarinda zar uzaklagmasi (beyazlama) kolaylasirken, renk kararmasi,
kirilganlik ve gevreklik gibi duyusal 6zelliklerde ise sicaklik derecesi ve siiresi artisi
oraninda artis gorliilmiistiir (Simsek, 2004). Bununla birlikte sicaklik ve siire findik
cesidine gore farklilik gostermekte oldugu yine literatiirdeki bilgiler arasindadir.
Findiklarin 9 giinliik ve 18 giinliik periyotta bekletilmelerine Simsek vd.(2002)’nin

yaptig1 calisma incelenerek karar verilmistir

Kavrulan 6rneklerin kabuklar yiizeylerinden soyulduktan sonra, bu 2 grup 6rnekle
kavrulmamis 9 giin muhafaza edilmis kiifli ve kiifsiiz 6rnek gruplar1 ODTU

Enformatik Enstitiisiine goriintii alim1 i¢in gonderilmistir.
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Son olarak; 18 giin muhafaza edilen orneklerden yine 2 grup aym kosullarda
kavrulup kabuklarindan ayrilmis ve kalan diger 2 grup ise kavrulmadan steril
kavanozlara alinipp ODTU Enformatik Enstitiisiine goriintii alim igin génderilmistir.

Goriintii alim sonuglart “sonuclar ve degerlendirme” boliimiinde verilmistir.
3.1.3.6. Kirmizi Pul Biberde Aflatoksin Analizi

Bu denememiz i¢in baglangi¢ olarak Kahramanmaras’a gidilip biber iireticilerinin
tiretimde karsilastiklar1 aflatoksin sorunu basta olmak iizere sikintilar1 dinlendi.
Bir¢ok baharatci dolasilarak piyasadaki ornekler toplandi. Kirmizi biber iiretiminde
Marag’in 6nde gelen firmalar1 arastirildi ve diyalog kurulan birka¢ 6rnek firma
ziyaret edildi. Bunlardan biri olan ve projemize destek veren MUSAN Gida A.S.’nin
tiretim tesisleri detayli olarak incelenip fotograflari ¢ekildi. Projeden elde edilen
sonuglarla yapilmasi planlanan prototip sistemin monte edilmesi gereken bolgeyi

tespit i¢in liretim bantlarindaki kritik kontrol noktalarinin tespiti yapildi (Sekil 3.4).

[ Yas Biber Alim1 ]4‘

[On ayiklama ve Sap cekme ]4— KN 2

v
///-[ﬁ’lkama havuzu ]
i
\LDuslama ]
v
[ Son segme band1 KKN 1
indirek buhar ¥
muamele [ Dilimleme ]
v
i
Sicak hava (Max cikis nemi %12)
(60+5 °C) v
A [ Sogutma ( Max 30 °C) ]
=
A 4
KN [ Paketleme ]

w

[ Hammaddevtammlama ]4—
A 4
[ Depolama (Soguk ve kuru ortam) ]4—

Sekil 3.4. Kirmiz1 biber iiretim siireci ve kritik kontrol noktalarinin tespiti
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Yapilan incelemeler sonucu 6n ayiklama bandi ve depolamada prototip sistemin
kullanilmas1 uygun goriildii. Kahramanmarag’ta iiretim tesisinden alinan bes kirmizi
biber 6rnegi ve yine Kahramanmaras’taki farkli baharatgilardan toplanilan bes biber
ornegi, buna ek olarak Hatay ve Izmir’den getirilen ikiser drnek olmak iizere

toplamda 14 Ornek hazirlandi. Sekil 3.5°deki fotograflar, Kahramanmarag’ta

MUSAN kirmizi biber iiretim tesisinde ¢ekilmistir.

Sekil 3.5. Kirmizi pul biberin iiretim prosesi. a. sap ayirma, b. secilmis biberler, c.

parcalama asamasi, d. kurutma asamasi, e. kurutulmus biber
3.2. Yontem

3.2.1. Fungal Sus ve Orneklere Asillanmasi

Aspergillus’un aflatoksijenik suslaridan olan A. parasiticus 2929 TUBITAK-MAM
kiiltiir koleksiyonundan saglanmustir. Ornekler +4 °C’de, 14 ml/l, %10 tartarik asit
iceren Patates Dekstroz Agar (PDA)’da, cam tiiplerde yatik agar {izerinde kiiltiire
alimmustir. Bahsi gegen kiif susunun aflatoksin B1, B2, G1, G2 {irettigi bilinmektedir.
Alman bu kif susu ayda bir kere yeni hazirlanmis yatik agara asilama yapilip
25°C’de 4 giin siire ile muhafaza edilerek yenilenmis, ardindan buz dolabinda
+4°C’de depo edilmistir. Boylelikle kiiflerin tazeligini korumas1 saglanmistir. Sekil
3.6’da verilen fotograflar Siileyman Demirel Universitesi Deneysel ve Gozlemsel
Ogrenci Arastirma ve Uygulama Merkezi, Biyoteknoloji Laboratuvarinda
cekilmistir.
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Sekil 3.6. a-b. A. parasiticus 1041 kiif susu

Denemelerde kullanmak i¢in kiif sporlar1 6ze ile yatik agarlardan 9 ml steril peptonlu
su iceren dillisyonlara alinmislardir. Bir dakika siiresince 25 Hertz’de calkalanan
orneklerden 100 ul alinarak pH’s1 tartarik asit veya laktik asit ile ayarlanmis PDA
bulunan steril petrilere yayma yontemi kullanilarak ekim yapilmis ve bu 6rnekler

25°C’de 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmislardir.

3.2.1.1. Swab Yontemiyle Ornek inokiilasyonu

Denemelerde kullandigimiz bu yontemde steril bir pamuklu ¢ubuk bulunmaktadir.
Stoklardan bu ¢ubukla alinan A. parasiticus 2929 kiif susu hazirlanan steril findik

orneklerine inokiile edilmektedir (Davidson vd., 1999).
3.2.1.2. Daldirma Yontemiyle Ornek inokiilasyonu

Icerisinde 500 ml saf su ve manyetik balik bulunan erlenmayer 121°C’de 15 dk
otoklavlanarak steril hale getirildi. Kullanilacak diger cam malzeme olan beherde
agz1 folyo ile kapatilarak 171°C’de 1,5 sa. Pastor firininda steril hale getirildi. Steril
saf su igerisindeki manyetik balikla birlikte bunzen beki alevinden gegirilerek steril
behere alindi. Stok halde +4°C’de bekletilen A. parasiticus 2929 susu iizerine
beherde bulunan saf steril sudan ilave edilerek vortekslendi ve bu kontamine olmus
su behere geri dokiilerek manyetik karigtiricida karigtirildi ve kiifiin su igerisinde
homojen dagilimi saglanmaya calisildi. Denemede kullanilacak findik drnekleri bu
siviya daldirilip 30 sn  kanstirilarak alindi. Daldirma  yontemi  kullanilarak
inokiilasyonu yapilan findik 6rneklerinin 5 hafta boyunca kiif miktarindaki degisimi

izlendi.
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3.2.2. Mikrobiyolojik Muayene
3.2.2.1. Yayma Plak Yontemi ile Ekim ve Kiif Sayimi

Findik 6rneklerinde bulunan toplam kiif miktarinin tespiti i¢in steril sartlarda uygun
Olgiide seyreltilmis diliisyonlardan 100ul alinarak PDA igeren petrilere ikiser
paralelli olarak ekildi. %70’lik metanol i¢inde bulunan drigalski spatiilii alevden
gecirilerek yayma plak yontemi ile petri igerisindeki sivinin petrinin her yerine esit
bir sekilde yayilmasi saglanarak ekim gergeklestirildi. Petriler 20 dakika bekledikten
sonra kapaklar alta gelecek sekilde inkiibatore yerlestirilerek, 25 °C de 2 giin siire ile
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 20-200 arasi koloni ihtiva eden
petri kutularindaki koloniler sayildi. Paralel petri kaplarindaki koloni sayilarinin
ortalamasi alind1 ve bu rakam seyreltme faktorii ile carpilarak 6rnegin gramindaki

kiif sayist bulundu (Halkman, 2005; Ozcelik, 1998; Unliitiirk ve Turantas, 2002).
3.2.3. Yiiksek Basin¢ Sivi Kromotografisi (HPLC)

HPLC genelde ugucu olmayan organiklerin tespitinde kullanilan bir cihazdir (Sekil
3.7). Bu yontem amino asitlerin, proteinlerin, niikleik asitlerin, hidrokarbonlarin, yag
asitlerin,  karbonhidratlarin,  phenollerin,  pestisitlerin ~ ve  antibiotiklerin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Burada tasiyict sivi, sisteme yaklasik 40 atm
basingta verilir. Bazen kolon 6ncesinde bir 6n kolon bulunabilir bu 6n kolonun amaci
mevcut analizin gerceklestirildigi kolonun omriinli uzatmak ve girisim yapabilecek
kirletici parametreleri Onlemek amaci ile kullanilmaktadir. HPLC’de analitik
kolondan ¢ikan numuneler detektdrde tutulur ve tayin edilerek kaydedilir. Olgiim
araliZinin hassasiyetine ve tespit edilecek bilesigin tliriine goére uygun tasiyici
solvent, kolon ve detektor se¢cimi yapilmalidir. Kullanilan ¢dziiciiler su, hekzan veya
methanol olabilir. HPLC’de kolon uzunlugu 10 ile 30 cm arasinda degisir (Avsar,
2006).
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Sekil 3.7. HPLC sistemi (Anonim, 2005)

HPLC ile aflatoksin analizi; ekstraksiyon, filtrasyon ve  seyreltme,
adsorpsiyon/eliisyon/tesbit, HPLC’ye enjeksiyon, hesaplama asamalarindan
olugmaktadir. Aflatoksin analizinde R-Biopharm Rhone Ltd.’nin gelistirdigi

ekstraksiyon metodu, kolon olarak da immunoaffinite kolon kullanilmstur.

HPLC sisteminde ayirmada rol alan unsurlar; kolon uzunlugu, kolon sicakligi,
durgun faz, hareketli faz bilesimi, partikiil biiyiikliigii ve akis hizidir. HPLC’de
kullanilan dedektorler ise; kiitle spektroskopisi (MS), floresans dedektér (FLD),
Elektro, UV-VIS, RI-LS’dir. Bizim kullandigimiz dedektor floresans dedektordiir
(Sekil 3.8).
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3.2.3.1. Floresans Dedektor ve Performans Ozellikleri

Flow
Excitation \ Cell /

Light ~—K{ - \I
Source = &

Variable Excitation Emission

and
Emission
Wavelengths

Sekil 3.8. Floresans dedektor (Anonim, 2005)

Floresans dedektorleri akis hizi ve 1s1 degisikliginden fazla etkilenmeyen secici

dedektorlerdir. Dedektorlerin  sahip oldugu performans 6zellikleri; hassasiyet

(LOD,LOQ), secicilik, lineerlik, kalitatif bilgi, giivenilirlik, kullanim kolayligi,

universal olmasidir.

Gozlenebilirlik Sinirt (LOD); herhangi bir analit i¢in gdzlenebilirlik limiti, analit

sinyalinin arka plan giiriiltiiden ayirt edilebilmesi i¢in gerekli en az analit miktaridir.

Bir pikin LOD’da olabilmesi i¢in sinyal degeri, giiriiltiiniin 3 kati olmas1 gerekir

(Senyuva ve Gilbert, 2006).

Belirlenebilirlik Sinir1 (LOQ); bir analitin LOQ’u o analitin giivenilir bir sekilde

dogru dl¢limiiniin yapilabilmesi i¢in gerekli en diisiik miktardir (Sekil 3.9) (Senyuva

ve Gilbert, 2006).

Dedektor Cevabi
s

Dogrusal bolge

LOQ Vd 2 eg.,S/N>9
Loo SIS J=
Kesim ) o R Sinyal Griilt
noktas Bt 2 R LU S s RN A St e e

—

Miktar

Sekil 3.9. .LOD ve LOQ’un grafiksel gdsterimi (Senyuva ve Gilbert, 2006).
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Bir analitik prosediiriin dogrusalligi; olgiilen analitin konsantrasyonu ile dedektor

cevabinin ne derece dogru orantili oldugu ile belirlenir (Senyuva ve Gilbert, 2006).

Kesinlik; bir analit iglemin kesinligi, dnceden belirlenmis kosullarda birden ¢ok kez
alt ornekleri alinan homojen bir numuneden yapilan 6l¢iimlerin birbiriyle uyumudur

(Senyuva ve Gilbert, 2006).

Bir analit metodun dogrulugu; 6l¢iilen konsantrasyon ile gercek degerin birbirlerine
yakinhigin1 gosterir. Dogruluk genellikle, bilinen degerin geri kazanimi, eklenmis
miktar veya ortalama deger ile gercek deger arasindaki farkin gliven araliklari olarak

tespit edilir (Senyuva ve Gilbert, 2006).

Bir analitin geri kazanim orani, o analitten numune ortamina eklenen miktarin ortaya
cikardigi dedektor yanitinin saf standardin cevabina oranidir. Geri kazanim bir
analitik yontemin ekstraksiyon verimliligini 6lg¢erken, belirli limitler icerisindeki
sapmalar gz Oniine alinarak, numune saflastirma sirasinda ortaya c¢ikan kayiplar

gosterir (Senyuva ve Gilbert, 2006).

3.2.4. Goriintii Alim

Cogu uzaktan algilama sistemleri enerjiyi bir¢ok dalga boyu araliginda ve cesitli
spektral ¢oziiniirliikte kaydederler. Bu tiir sistemler multi-spektral algilayicilar olarak
adlandirilirlar. Gelismis multi-spektral algilayicilar ise hiperspektral algilayicilardir
ve elektromanyetik spektrumun goriintir, yakin kizilotesi ve orta kiziltesi kisimlari
boyunca yiizlerce ¢ok dar spektral bantlarda algilama yapabilirler. Hiperspektral
goriintiileme, spektral araligi 10 nm den kii¢iik olan yiiz veya yiizden ¢ok mekansal
verinin, siireklilik igeren ardisik dalga boyularindan elde edilmesiyle olusur

(Anonim, 2006).

Bu calismada yapay olarak aflatoksijenik kiif susu bulagtirllmig findik &rnekleri
multispektral gortintiileme ile incelendi. Multispektral goriintiilemede gida 6rnekleri
birden fazla frekans bandinda goriintiilenmektedir. Elde edilen goriintli seti cesitli
amaglar (siiflandirma, izleme, inceleme v.s.) i¢in zengin bilgi icerigine sahip
olmaktadir. En yaygin uygulamasit siniflandirma problemlerinde olan multispektral

goriintiiler c¢cogunlukla uzaktan algilama amaciyla kullanilmaktadir. Gida
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giivenliginde kullandigimiz multispektral goriintiileme sistemi (Sekil 3.10); ccd
kamera, UV 1s1k kaynagi, filtreler ve bunlarin takildigi filtre platformu, karanlik
ortam saglayan UV kabin ve bilgisayardan olugmaktadir (Kalkan ve Yardimci,
2008).

Sekil 3.10. Multispektral goriintiileme sistemi (Kalkan ve Yardimeci, 2008)
3.2.4.1. Kabuklu, Catlak ve i¢ Findikta Aflatoksin Analizi

Saglam kabuklu ve ¢atlak kabuklu findiklarin kabuklar1 kirildiktan sonra, i¢ findikla
birlikte farkli aydinlatma kosullarinda (400-550 nm aralifinda) 12 farkli lens
kullanilarak goriintiileri alind1 (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. Kullanilan kamera ve lens sistemi (orijinal)

Goriintliileme sirasinda findiklarin yiizeyinde bulunan kahverengi zarin kapali

goriintiileme diizenegi icinde UV-A 1sminin neden oldugu 1s1 ile catlamasi (Sekil
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3.12) ve bu catlaklarin goriintiilerde 1s1ma seklinde goriilmesi algoritmik

hesaplamalarda ekibimiz i¢in olumsuz etki yaratmistir.

Sekil 3.12. Kabuklu ve kiiflii findik 6rneginin 480 nm’de multispektral goriintiisii
3.2.4.2. Kavrulmus i¢c Findikta Aflatoksin Analizi

Calismamizda UV 151k altindaki findik 6rneklerinin 400 nm’den baslayip 600 nm’ye
kadar uzanan bir spektrumdaki goriintiileri 14 farkli bantta alindi. Buna ek olarak
findik Ornekleri herhangi bir filtre kullanilmadan da goriintiilendi. Goriintii
sonuclarina gore iki sinif arasinda en iyi ayrimi yapabilecek olan spektral bantlar

tespit edilerek siniflandirma yapildi.

Calismada oOrnek hazirlama asamasinda hazirlanan findiklardan 106 adet
aflatoksinsiz, 57 adette aflatoksinli findik se¢ilmistir. Multispektral goriintiisii alinan
findiklar hemen kimyasal analize tabi tutulup aflatoksin igerigi belirlenmistir.
Kavrulma islemi sirasinda bazi findiklarin yiizeyinde kahverengi zarin tam olarak
uzaklastirilamadig tespit edilmistir. Bu bdlgeleri farkli yansitma o6zelliklerinden
dolay1 siniflandirma islemlerinde 6n plana ¢ikacagindan zarh bolge ve arka plandan
arindirtlmigtir. Findigr zarli bolgelerden ve arka plandan ayirt etmek i¢in 550 nm
dalga boyundaki goriintiisii kullanildi. Ayni findigin biitiin goriintiileri maskeleme
sistemi kullanilarak zarli bolge ve arka plandan armdirilmistir (3.13) (Kalkan ve

Yardimci, 2008).

34



-a- “b- -

Sekil 3.13. a) Findigin 550 nm dalga boyundaki goriintiisii, b) maske, c)

maskelenmis goriintii (Kalkan ve Yardimci, 2008)

Kabin igerisindeki findik 6rnekleri filtresiz ve 400 nm’den 510 nm ye kadar 10
nm’lik ge¢irme bandina sahip filtreler kullanilarak goriintiilendi. Bunlara ek olarak
merkez ferkansi ve gecirme bandi (550-70nm), (600-40nm) olan filtrelerde
kullanilmistir (Kalkan ve Yardimci, 2008).

3.2.4.3. Kirmuz1 Pul Biberde Aflatoksinin Tahribatsiz Yontemle Tespiti

Tarim {triinlerinde aflatoksin tespiti i¢in yapilan 6n deneme testlerinde UV-A 15181
(365 nm) kullanilir. Bu dalga boyunda aflatoksinli iirlin parlak-yesil-sar1 floresans
(BGYF) 1smma yapar (Casasent vd., 2002) (Sekil 3.14). UV-A 15181 altinda “IC
Capture Software” programi kullanilarak orneklerden yansiyan isimalar ODTU
Enformatik Enstitlisiinde goriintiilendi. Kameranin yeterli yansima 151811 yakalamasi
icin UV-A’ya maruz kalma zamani 2 saniye olarak ayarlanmistir. 14 kirmizi biber
orneginin her birinden frekans araligi 400 ile 510 nm olan 12 farkli goriintii
almmugtir. Ayrica ayni biber Orneklerinin farkli parcalarindan 3 kez goriinti

alinmistir (Kalkan vd., 2007) (Sekil 3.15).

400 . . . 450 . - - SO0 =10

Sekil 3.14. Filtre Seti (Kalkan vd., 2007)

35



400 nm 450 nm 510 nm

Sekil 3.15. 400 nm, 450 nm ve 510 nm frekans araliginda goriintii alim1 (Kalkan vd.,
2007)

3.2.5. Aflatoksin Analizi

Aflatoksin Analizleri, Siileyman Demirel Universitesi Deneysel ve Gozlemsel
Ogrenci Arastrma ve Uygulama Merkezi ve Ankara Test ve Analiz
Laboratuvarlarinda (ATAL) AOAC’nin (Association of Official Analytical
Chemists) gelistirdigi metot kullanilarak yapilmistir (Patey vd., 1992).

Aflatoksin tespiti i¢in analizlerimizde HP Agilent 1100 HPLC sistem ve Zorbax
Eclipse XDB C18 ters faz kolon (3,5 um, 4.6 x 75 mm) kullanilmistir. Aflatoksin
standartlar1 ve aflaprep kolondan eliie edilen 6rnekler mobil faz igeren [1 litre icin
su:metanol:asetonitril; (62:22:16; v:v:v)+120 mg KBr+4M 350ul HNOs , akis hizi 1
ml/dk.] HPLC sistemine enjekte edildi. Aflatoksin floresans dedektér kullanilarak
belirlendi (FLD:Ex: 365 Em: 435 nm RF-10AxL). Ekstraksiyon ve emisyon dalga
boylar1 sirast ile 360-430 nm ve kolon sicakligi 40°C’dir. Olgiimlerin lineerligi
standart soliisyonlarin icerdigi 100 ng/ml konsantrasyona goére LOD (limits of
detection)’taki aflatoksin miktarlar ile karsilagtirilarak kontrol edildi. Metoda gore
LOD degerleri AFB1 (aflatoksin B1) i¢in 0.036 ng/ml, AFGli¢in 0.031638 ng/ml,
AFB2 i¢in 0.053967 ng/ml, AFG2 i¢in 0.072301 ng/ml olarak verilmistir. Ayrica
LOQ degerleri AFBI1 igin 0.111412 ng/ml, AFB2 igin 0.163538 for ng/ml, AFGI
icin 0.095872 ng/ml ve AFG2 i¢in 0.21909 ng/ml olarak verilmistir.
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3.2.5.1. Findiklarda Aflatoksin Analizi

Saglam kabuklu ve ¢atlak kabuklu findiklarin kabuklar1 kirildiktan sonra ve i¢
findiktan farkli aydinlatma kosullarinda goriintiiler alindi. Bu findiklar daha sonra
aflatoksin bulagsmasinin belirlenmesi i¢in kimyasal analize alindi. Kimyasal analizde

HPLC cihazinda 6rneklerin aflatoksin seviyeleri belirlendi (Sekil 3.16).

p
IJ Gortuintiilerin
. kaydedilmesi
I¢ Findik >
¢ | (UV)
A

p
A. flavus veya
Al parasiticus ile inokiilasyon
) 4

( Kimyasal Analiz ]

(HPLC)

Sekil 3.16. I¢ findiklardan veri toplama islem semasi

Takip ettigimiz prosediir AOAC’nin findik ve Antepfistig1 iizerine belirlemis oldugu
aflatoksin ekstraksiyon metodudur (Patey vd., 1992).

Bu metot, 50 gr. findik 6rnegi iizerine olup, denemelerde bir findik tanesi veya bes
findik tanesi analizi yapildi. Bu da ortalama 0,70- 6,25 gr. aras1 6rnek miktaria
tekabiil etmektedir. Bu yiizden AOAC’ye ait prosediir lizerinden findik miktarina

gore eklenecek kimyasal oranini ayarlandi.

Ekstraksiyon Asamasi: 50 gr. findik 6rnegi ve 4 gr. NaCl karistirictya koyulur. 100
ml su eklenerek 1 dk. yliksek hizda karistirilir. Daha sonra 150 ml metanol eklenerek

2 dk daha karigtirilir (Sekil 3.17).

EKSTRAKSIYON

- 50 g findik drmedi
= +
4 g Macl
+
Kangtinc 250 ml % BO metanol
== 7

1 dk. yaksek lizda kanstinhr

Sekil 3.17. Ekstraksiyon agsamasi

37



Diliisyon ve Filtrasyon: Yukarndaki karistm Whatman no.4 filtre kagidindan

gecirilerek filtrat elde edilir (Sekil 3.18).

DILUSYON VE FILTRASYON

260 ml destile su Whatm?n no 4
fitre kagid

—_—
Kanstinc

Whatman no 4 filtre kadidi ile fitrasyon

Sekil 3.18. Diliisyon ve filtrasyon agamasi

Adsorpsiyon/Ayirma (Eliisyon)/Tespit:

Filtratin 5 ml’sine 5 ml fosfat tamponu (PBS) eklendi. Bu 10 ml’lik ¢6zelti Aflaprep

immunoaffitite kolondan enjektdrle dakikada 3 ml hizla gegirildi. Ardindan 20 ml

destile su ile 5 ml/dk hizla kolon yikandi. Bu asamadan sonra kolona tutunan

aflatoksinlerin kolondan ayrilmasi (eliisyonu) isteneceginden kolonun alt ucuna vial

yerlestirildi. Daha sonra kolondan 1 damla/sn hizla 1 ml metanol gecirildi. Son

olarak kolon 1 ml destile su ile yikanarak vialde toplandi. Vialdeki toplam hacim 2

ml olup bu ekstraktin 100ul’si HPLC’ye enjekte edildi (Sekil 3.19).

ADSORPSIYON/ELSYON/TESPIT

—_ E—
Ry S /- 1l
o - HPLC
m || estile su — derecesinde
imek S \\‘ metanal

2

| ¥

10 ml dmegin 2-3 mlisn hizla imminoafinite 10 ml destilz suile
kalondan gecirilmesi. 2 kez kalonun
ylkanmasi

Sekil 3.19. Adsorpsiyon/eliisyon/tespit agamalari

1 mIHPLC derecesinde metanolin saniyede 1 damla
gececek gekilde vial icine damlatimas:

Tl
destile su

=

APLE sistemine 100
ul Brmek enjeksivonu

1 ml destile suyun kolondan gecirilmesi

¥ wiale toplanmasi



3.2.5.2. Kirmiz1 Pul Biberde Aflatoksin Analizi

62 kirmizi biber 6rnegi asagidaki gibi AOAC’nin kirmizi biber iizerine belirlemis

oldugu ekstraksiyon metodu kullanilarak analiz edilmistir.

Kirmizi biber 6rnekleri 250 ml’lik flask icerisine alindi (3.20a). Her 5 gr 6rnek i¢in 5
gr NaCl ve 300 ml metanol:su (80:20 v/v) karisimi eklendi (3.20b) ve 30 dk
stiresince yiiksek hizda karistirildi (3.20¢). Bu karistm Whatman No.4 filtre kagidi ile
filtre edildi (3.20d). 10 ml fitrata alt1 kat1 oranla PBS soliisyonu eklendi (3.20¢).
Daha sonra seyreltilmis bu ekstrakt (70 ml), onceden PBS ile sartlandirilmis
immunoaffinite kolondan 3 ml/dk akis hizinda gecirildi (3.20f ve 3.20g)
(Aflaprep,Vicam Afla Test P, R-Biopharm Rhone Ltd., Glasgow/Scotland).
Ardindan kolon 5 ml/dk akis hizinda 10 ml distile su ile yikandi. Son olarak
kolondan 1,5 ml metanol gegirilerek aflatoksin eliisyonu gergeklestirildi (3.20h) ve
buradaki metanole esit miktarda saf su yine kolondan gegirilerek eliiet seyreltildi

(3.201). Eliietin alindig1 balon jojelerin iizeri 3 ml’ye tamamlandi. 100ul aflatoksin

iceren 6rnek HPLC sistemine enjekte edildi (3.20j).

Sekil 3.20. Kirmizi biber aflatoksin analizi akim semasi (orjinal)

39



3.2.6. UV-C Ismminin A. flavus ve A. parasiticus’un Aflatoksijenik Suslar1 Uzerine
Antifungal Etkisi

UV uygulamas: ile hem aflatoksijenik kiif suslar1 ilizerinde olusan stresin hem de
proteolitik aktivitedeki degisimin degerlendirilebilmesi i¢in 15 giinliik bir ¢alisma

programi hazirlandi. Bu programa gore;

A. flavus 123 ve A. parasiticus 1041 kiif suslar1 6ze ile 9 ml’lik dilisyona (peptonlu
su) alindi. Bu dilisyonlar vortekslendi ve igerisinden 400 pl ¢ekilip yayma yontemi
ile petrilere ekim gerceklestirildi. Bu sekilde her petride esit oranda kiif
gelistirilmeye ¢aligildi. 3 giin siire ile gelisen bu petrilerdeki kiiflerden esit oranlarda
kesilip (1 cm ¢apl daireler), bu daireler 100 ml PDB igeren erlenlere koyuldu (Sekil
3.21).

petri dishes

A. flavus 123 or A, parasiticus 1041

! S !

Erlen mayer k
© A. flavus 123 or A. parasiticus 1041 <=
PDB PDE
{100 mil) {100 mil}

Sekil 3.21. PDB ortamina kiif suslarinin asilanmasi

A. flavus ve A. parasiticus iceren sekildeki erlenlerden 4’er tekerriir hazirlandi. Bu
erlenlerde kiif 6rnekleri 7 giin 25 °C’ de inkiibasyona birakildi. Gelisen A. flavus 123
ve A. parasiticus 1041 suslar1 kontrol grubu hari¢ 48 saat arayla UV muamelesine
alindilar. Ayni1 6rneklerden 24 saat arayla 1’er ml alinarak mikrobiyal ekim yapildi.
Bu sekilde UV’ nin aflatoksijenik kiif suslari iizerine etkisi ml’deki koloni
sayisindaki azalma ile tespit edildi. Yine 24 saat arayla alinan 1’er ml Ornekler
aflatoksin analizi i¢in ayrildi. Uygulanan programin daha iyi anlasilabilmesi igin

asamalar Cizelge 3.2°de detayl bir sekilde verilmistir.

40



Cizelge 3.2. Aflatoksijenik kiif suslar1 tizerine UV-C uygulama programi

~ = e | g I 2| ~| =
= = S| = S| & | | 3
> 2 z| 2 5| = SR &
g 4 o | & ) S ) z | >
z z > | Z Z | z > | z
5 |5 K= 5|5 13 |=
T} <] 2| C |0 23| °
Kontrol Aflatoksin analizi Aflatoksin Aflatoksin - Aflatoksin
(AFK&APK) % (1 ml) ve ekim (1 % analizi (1 % analizi (1 % analizi (1
: ml) : ml) ve ekim (1 ;» ml) ve ekim (1 ;» ml) ve ekim (1
g E ml) g ml) g ml)
& & & &
> > > >
-] -] ] =]
1 nolu 6rnek Aflatoksin analizi Aflatoksin Aflatoksin - Aflatoksin
(AF1&AP1) (1 ml) ve ekim (1 < analizi (1 % analizi (1 % analizi (1
ml) > ml) ve ekim (1 > ml) ve ekim (1 > ml) ve ekim (1
> g | m) g | m g | m
= = = =
5] = = =
S 5 80 80
& > > >
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2 nolu ornek Aflatoksin analizi Aflatoksin Aflatoksin - Aflatoksin
(AF2&AP2) (1 ml) ve ekim (1 analizi (1 = analizi (1 = analizi (1
ml) ml) ve ekim (1 ;» ml) ve ekim (1 ;» ml) ve ekim (1
> >
= = ml ) g ml) g ml)
g g B 2
N N =} =}
3 nolu 6rnek Aflatoksin analizi Aflatoksin Aflatoksin - Aflatoksin
(AF3&AP3) (1 ml) ve ekim (1 analizi (1 analizi (1 < analizi (1
ml) ml) ve ekim (1 ml) ve ekim (1 ;\ ml) ve ekim (1
> > >
5 5 ml) 2 ml) g ml)
: : : E:
~ ~ ~ =]
4 nolu 6rnek Aflatoksin analizi Aflatoksin Aflatoksin - Aflatoksin
(AF4&AP4) (1 ml) ve ekim (1 analizi (1 analizi (1 analizi (1
ml) ml) ve ekim (1 ml) ve ekim (1 ml) ve ekim (1
> > > >
= = ml) = ml) = ml)
s s E E
& & & &

15 giinlik uygulama sonrasi her ornekten erlenlerde kalanlar tiilden gecirilerek
stizlildii. Bu sekilde kiiflerin olusturdugu kati partikiiller tiilde kalirken misellerin sivi

PDB igerisinde kalmasi saglandi. Ardindan diyaliz islemi uygulandi.

3.2.7. Diyaliz

Protein c¢ozeltilerindeki tuzlarin uzaklastirilmasinda veya c¢ozelti tamponunun
degistirilmesinde c¢ogunlukla diyaliz iglemi uygulanir. Bu islem igin 6zel imal
edilmis, genellikle seliiloz asetattan yapilmis, gézenekli ve kiigiik molekiilleri gegiren
ancak biiylik molekiilleri ge¢irmeyen yar1 gecirgen bir membrandan olusan diyaliz
torbast kullanilir. Protein ¢ozeltisi bu diyaliz torbasmna koyulur. Protein
aktivitesindeki kayb1 en aza indirebilmek i¢in diyaliz +4°C’de gece boyunca yapilir
(Yildirim vd., 2007).
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Denememizde diyaliz torbalar1 soguk su ile yumusatilip i¢lerine yaklasik 35 ml olan

ornekler koyuldu. Diyaliz torbasi i¢cindeki érnekler pH 6.8 olarak ayarlanmis 1 mM

Tris-HCI c¢ozeltisi igerisinde, +4°C’de calkalayicili inkiibatérde bir gece diyalize
birakildr (Sekil 3.22).

Sekil 3.22. a-b. Aflatoksijenik kiif suslarina diyaliz uygulamasi
3.2.8. Liyofilizasyon

Liyofilizasyon kisa anlatimla dondurarak kurutma islemidir. Orneklerin uzun siire
saklanmasinda hem kapladigi hacim acisindan hem de dayanikliliginin artmasi
acisindan kolaylik saglar. Yaptigimiz 6n denemelerde protein miktarindaki azlik
jelde net sonu¢ almamiza neden olmustu. Bu sorunu gidermek amaciyla, diyaliz
sonras1 Ornekler genis ylizey alani saglamak icin petriler igerisine alinarak -20°C’ de
bir gece bekletilip ertesi giin soguk zincir kirilmadan liyofilizasyona alindi. Ornekler
yaklagik 12 sa liyofilize edildi ve miktarlar1 1 ml’ye kadar indi. Funguslarin
ekstraselliiler protein yapilarindaki degisikligin tespit edilmesi i¢in SDS-PAGE
yapildi.
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3.2.9. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Asamali UV uygulamada hazirlanan liyofilize edilmis 6rnekler i¢in 6rnek tamponu

hazirlandi.

Ornek Tamponu Hazirlams :

e Deiyonize su 3.8 ml
e 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 1.0 ml
e liserol 0.8 ml
e % 10 (agirlik/hacim) SDS 1.6 ml
e 2- mercaptoethanol 0.4 ml

e 1% (agirlik/hacim) bromofenol blue 0.4 ml
8.0 ml

Oncelikle 6rnek tamponu ve ornek miktariin hangi oranlarda hazirlanacagmin
belirlenmesi i¢in literatiirler 151831inda denemeler yapildi. Denemelerde jelde en net
sonucu veren oran; Ornek tamponu/6rnek miktar1 (10/45) olarak tesbit edildi. Bu
sonuglara gore liyofilize A. flavus 123 ve A. parasiticus 1041 6rneklerinin 45ul’sine
10ul 6rnek tamponu eklendi. Bu karigimlar vortekslenip 5 dk siiresince kaynatildilar.
Ardindan 30 dk -20°C’ de bekletilip tekrar vortekslendiler. Son olarak 4000 rpm’ de
15 dk. santrifiijlendiler. Siipernatant kisimlardan 30ul alinip kuyulara yiiklendi.

SDS-PAGE Laemmli (1970)’nin metoduna goére yapildi. Bio-Rad -elektroforez
sistemi kullanilarak yigma jeli (stacking gel) %5’lik, ayirma jeli (seperating gel)
%15’lik hazirlandi1 ve elektroforez islemi 80 voltta 3 sa boyunca gerceklestirildi ve
commesie brillant blue boyasi ile 1 gece boyunca boyandi. Ertesi giin 1/4/5 oraninda
metanol/asetik asit/saf su iceren ¢oziicii iginde boyasi akincaya kadar bekletildi. Bu
sekilde farkli UV uygulama siireglerinde fungal suslarin protein yapilarinda meydana

gelen degisim ve molekiil agirliklarindaki farklilik tespit edilmis oldu (Sekil 3.26).
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PDB hazirlama

h 4

1.Erlen mayer 2. Erlen mayer
A. flavus 123 A. parasiticus 1041

v

15 giin siiresince kiif gelisimi
|

v

Misellerin filtrasyonu

12 saat , -20°C’de depolama

v

12 saat Liyofilizasyon

v

Omek tamponu hazirlams
|

v

Konsantre 6rnekler ile 6rnek tamponunun
karistirilmasi ve 5 dk siiresince kaynatilmasi

v

-20°C’de 30 dk bekletme

v

4000 rpm ‘de 15 dk. santrifiijleme

v

30ul supernatant jellere

yiiklendi

Sekil 3.23. Aflatoksijenik kiif suslarinin SDS-PAGE i¢in hazirlanma asamalari
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Findik ve Kirmizi Biber Orneklerinde Aflatoksin Analizi Sonuglari

Cizelge 4.1. Tiirkiye’de farkli sehirlerden toplanan findiklarin aflatoksin seviyeleri
(ng/g)

Ornek no. Sehir Kaynak Ornek AFB1 AFB2 AFG1

Agirhgr  (ng/g (ng/g (ng/g

) ) )

Findik — 1 [zmir Pazar
Findik - 2 Izmir Pazar 10 <LOD [<LOD [<LOD |<LOD |<LOD
Findik -3 [zmir Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik — 4 Izmir Pazar 10 <LOD [<LOD [<LOD |<LOD |<LOD
Findik — 5§ [zmir Pazar 5 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik - 6 [zmir Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik — 7 [zmir Pazar 5 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik - 8 [zmir Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik - 9 Izmir Pazar 10 <LOD [<LOD [<LOD |<LOD |<LOD
Findik — 10 [zmir Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik — 11 [zmir Pazar 10 <LOQ <LOD <LOQ <LOD <LOD
Findik — 12 [zmir Pazar 10 <LOD <LOD 0,0476 | <LOD 0,0476
Findik — 13 [zmir Pazar 10 0,0117 <LOD <LOQ <LOD 0,117
Findik — 14 Antalya | Kuruyemisgi 10 <LOQ <LOD <LOQ <LOD <LOD
Findik- 15 Antalya | Kuruyemisgi 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 16 Antalya | Kuruyemisci 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 17 Antalya | Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 18 Antalya | Kuruyemisci 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 19 Antalya | Kuruyemisgi 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 20 Antalya | Kuruyemisci 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 21 Burdur | Kuruyemisgi 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 22 Burdur | Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 23 Burdur | Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 24 Burdur | Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 25 Burdur | Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 26 Burdur | Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 27 Burdur | Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 28 Burdur | Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 29 Burdur | Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 30 Isparta | Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 31 Isparta | Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 32 Isparta | Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
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Cizelge 4.1. (devam)

Ornek no. Sehir | Kaynak Ornek |AFB1 |AFB2 |AFG1 |AFG2 |Toplam
Agirhgr | (ng/g |(ng/g | (ng/g AFs
(9) ) ) ) (ng/g | (ng/g)
)
Findik- 33 Isparta | Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD
Findik- 34 Isparta | Pazar 10 <LOD <LOD |<LOD 0,0094 | 0,0094
Findik- 35 Isparta | Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 36 Isparta | Tarla 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 37 Burdur | Pazar 10 <LOD <LOQ <LOQ <LOD <LOD
Findik- 38 Isparta | Tarla 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 39 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD 0,0161 <LOD 0,0161
Findik- 40 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 41 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 42 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 43 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 44 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 45 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 46 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 47 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 48 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 49 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 50 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 51 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 52 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 53 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 54 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 55 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 56 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 57 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 58 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 59 Ankara | Tarla 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 60 Ankara | Kuruyemisci 10 0,0117 <LOD <LOQ <LOD 0,0117
Findik- 61 Ankara | Kuruyemisgi 10 <LOQ <LOD <LOQ <LOD <LOD
Findik- 62 Ankara | Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 63 Ankara | Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Findik- 64 Ankara | Pazar 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Cizelge 4.1°de, AFs; Aflatoksin, AFB1; Aflatoksin B1, AFB2; Aflatoksin B2, AFGI;
Aflatoksin G1, AFG2; Aflatoksin G2, LOD; tespit edilebilir deger, LOQ;

belirlenebilirlik sinir1 olarak ifade edilmistir.
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Cizelge 4.1’de goriildigii iizere 64 findik Orne8inin hi¢ birinde AB iilkeleri
tarafindan belirlenen ve 4 ng/g olan limit asilmamistir. Bu sonuglar findiklardaki
aflatoksin sorununun giderilmeye basladiginin gdstergesi olarak tarafimizca

yorumlanmustir.

Cizelge 4.2. Tiirkiye’de farkli sehirlerden toplanan kirmizi biberlerin aflatoksin
seviyeleri (ng/g)

Kaynak Afatoksin Afatoksin Afatoksin Afatoksin Total
B1 (ng/g) B2 (ng/g) Gl(ng/g) G2(ng/g) Afatoksin
(ng/g)

1 Kahramanmaras | Pazar 0.135 <LOD <LOD <LOD 0.135
2 Kahramanmaras | Pazar 6.210 0.369 <LOD <LOD 6.579
3 Kahramanmaras | Pazar 3.150 0.144 <LOD <LOD 3.294
4 Kahramanmaras | Pazar 0.171 0.036 <LOD <LOD 0.207
5 Kahramanmaras | Pazar 7.200 0.279 <LOD <LOD 7.479
6 Kahramanmaras | Pazar 12.600 0.774 <LOD <LOD 13.374
7 Antalya Baharatci 80.457 3.679 0.334 <LOD 84.476
8 Izmir Baharatci 54.678 2.752 0.938 <LOD 58.368
9 [zmir Baharatgi 40.119 1.963 0.255 <LOD 42.337
10 Izmir Baharatc1 14.56 0.63 34.67 1.96 51.82
11 Antalya Baharatci 0.96 <LOD <LOD 0.32 1.28
12 Izmir Baharatc1 10,471 0,409 0,299 <LOD 11.179
13 Antalya Baharatc1 5.47 0.17 0.14 0.06 5.84
14 Antalya Baharatci 17.09 0.41 18.11 0.26 35.87
15 Antalya Baharatc1 0.96 <LOD <LOD <LOD 0.96
16 Antalya Baharatc1 7.86 0.45 1.14 0.21 9.66
17 Antalya Baharatc1 285.55 15.14 0.64 <LOD 301,33
18 Isparta Baharatci 3.18 0.24 2.41 0.25 6.08
19 Isparta Baharatg1 13.55 0.92 0.84 0.13 15.44
21 Kahramanmaras | Fabrika 0,05 <LOD <LOD <LOD 0,05
22 Kahramanmarag | Fabrika <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
23 Kahramanmaras | Fabrika <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
24 Kahramanmaras | Fabrika 0,09 <LOD 0,31 0,06 0,46
25 Kahramanmaras | Fabrika 0,08 <LOD <LOD <LOD 0,08
26 Kahramanmaras | Fabrika <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
27 Kahramanmarag | Fabrika <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
28 Kahramanmaras | Fabrika 2,01 0,98 <LOD <LOD 2,99
29 Kahramanmaras | Fabrika 3,00 0,11 <LOD <LOD 3,11
30 Kahramanmaras | Fabrika <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
31 Kahramanmaras | Fabrika <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
32 Kahramanmaras | Fabrika <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
33 Kahramanmarag | Fabrika <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
34 Kahramanmaras | Fabrika <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
35 Kahramanmaras | Fabrika 0,11 0,08 <LOD <LOD 0,19
36 Kahramanmaras | Fabrika <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
37 Kahramanmaras | Fabrika 1,16 0,87 <LOD <LOD 2,03
38 Kahramanmarag | Fabrika <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
39 Kahramanmaras | Fabrika <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
40 Kahramanmaras | Fabrika 0,49 0,15 <LOD <LOD 0,64
41 Kahramanmaras | Pazar 23,03 2,71 1,34 0,13 27,21
42 Kahramanmaras | Pazar 4,49 0,13 0,26 <LOD 4,88
43 Kahramanmaras | Pazar 12,83 0,41 4,85 0,13 18,22
44 Kahramanmaras | Pazar 4,66 0,16 0,28 <LOD 5,1
45 Kahramanmaras | Pazar 15,83 1,76 0,31 <LOD 17,9
46 Kahramanmaras | Pazar 21,70 1,48 1,19 <LOD 24,37
47 Kahramanmaras | Pazar 23,58 1,72 7,02 <LOD 33.32
48 Kahramanmaras | Pazar 25,95 2,06 1,89 <LOD 29,9
49 Kahramanmaras | Pazar 33,80 3,53 2,75 <LOD 40,08
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Cizelge 4.2. (devam)

Sehir Kaynak Afatoxin B1 | Afatoxin B2 Afatoxin Afatoxin Total
(ng/g) (ng/g) Gl(ng/g) G2(ng/g) Afatoxin
(ng/g)
50 Diyarbakir Baharatgi 7,37 0,42 0,48 <LOD 8,27
51 Diyarbakir Baharatgi 196,90 11,13 34,81 1,57 244,41
52 Diyarbakir Baharatci 2,36 0,56 0,53 <LOD 3,45
53 Diyarbakir Baharatci 1,94 0,88 0,11 <LOD 2,93
54 Diyarbakir Baharatci 26,69 2,73 0,78 0,16 30,2
55 Diyarbakir Baharat¢i 39,22 3,72 1,02 <LOD 43,96
56 Erzurum Baharat¢i 2,10 0,12 0,27 <LOD 2,49
57 Erzurum Baharat¢i 3,06 0,13 0,43 <LOD 3,62
58 Antalya Baharat¢i 69,93 4,66 9,02 0,46 83,61
59 Kahramanmaras | Pazar 32,54 2,67 0,96 <LOD 36,17
60 Hatay Pazar 58,72 3,69 0,40 <LOD 59,54
61 Hatay Pazar 7,28 0,42 0,40 <LOD 8,1
62 Kahramanmaras | Fabrika 5,82 0,28 0,36 <LOD 6,46

Cizelge 4.2°de goriildiigii tizere 62 kirmizi biber 6rneginin 30’u AB iilkeleri
tarafindan kabul edilebilir limit olan 4 ng/g degerinin iizerinde bir degerdedir. 17
ornek ise lilkemizde Tarim Bakanlig: tarafindan limit deger olarak belirlenmis 20
ng/g degerinin ilizerinde aflatoksine sahiptir. Bununla birlikte 301,33 ng/g aflatoksin

igeren kirmizi biberlerde analizi yapilan 6rnekler arasinda yer almaktadir.

mV
1Detector A:Ex:362nm,Em:425nm

75

50-

25

VW
MM

00 25 50 75 ado 0 1ds

Sekil 4.1. Aflatoksin igeren bir kirmizi biberin HPLC cihazinda verdigi piklerin
gorinimu
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Yaptigimiz bu 6n caligmada, iilkemizdeki kirmizi biberlerin aflatoksin agisindan
durumunun findiga gore ¢ok daha vahim oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle
alinmas1 gereken Onlemler yetkili kuruluslar ve arastirmacilarla yapilan ortak
calismalarla belirlenmeli ve tireticiye anlatilmali, dahasi alinan kararlarin yaptirimi

saglanmalidir.

Nitekim 6rnek toplamak ve iireticiyle sorunun nedenini net bir sekilde tartismak igin
yaptigimiz Maras seyahatinde Tarim Bakanligi tarafindan yapilan denetimlerin
arttig1, bu sebeple uygunsuz iiretimin ve depolamanin yapildig1 bir ¢ok is yerinin
kapatildig1 saptanmistir. Bu sorunun temel nedenlerinden biri olan toprakta
gilineslendirerek kurutma islemi iireticiye maliyeti az geldiginden cazip goriinmekte,

bu sebeple firinla hizli kurutma uygulanan isletme sayisi kisith kalmaktadir.

Uretim kosullarmin ardindan aflatoksin olusumunda &nemli diger bir etkense
depolama kosullaridir. Orneklerin toplanildigi dénem mayis ay1 ve toplanan iller
arasinda Antalya ve Izmir gibi nem oram ve sicaklik dereceleri yiiksek iller
bulunmasina ragmen baharatcilarda karsilasilan ortak sorun kirmizi biberin agik bir
sekilde oda kosullarinda satisi olarak tespit edilmistir. Bu sorunun giderilmesi

denetimlerin ve yaptirimlarin arttirilmasiyla miimkiin olacaktir.

49



4.2. Findiklarda A. parasiticus’un Gelisim Egrisi

Kabuklu findikta 6n ¢alisma olarak yapilan bu denemede bir ay boyunca bir haftalik
periyotlarda kiif gelisimi {iger tekerriirlii olarak incelenmis ve bu siirecteki sonuglar
3. hafta ile 4. hafta arasinda kiif gelisiminde bir duraganlik oldugunu gdstermis son
hafta ise kiif miktarindaki artis devam etmistir (Sekil 4.2). Kabuklu findik iizerinde
yaptigimiz bu deneme ile kiif artisinin hizli olup, 4,65 log kob/ml’den 5,34 log
kob/ml’ye ¢iktig1 ilk ii¢ haftalik siire¢ géz Oniinde bulundurularak bir sonraki

denemeye gecilmistir.
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3,50E+05 -

3,00E+05 -

2,50E+05
—— KUflG findik
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1,50E+05 |
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_5,00E+04 7 14 21 28 35

gin

Sekil 4.2. Findiklarda A. parasiticus’un gelisim siireci (kob/ml)

4.3. Kabuklu, Catlak ve I¢ Findikta Aflatoksin Miktarndaki Giinliik

Degisimlerin Tahribatsiz Yontemle Tespiti

Sekil 4.3.°e bakildiginda ve i¢ findiktaki AFGI miktarinin giinlere dagilimi
incelendiginde catlak ve saglam findiga nazaran miktarin yiiksek oldugu ve 2. giinde
60 ng/g mertebesine kadar ulastigi bununla birlikte saglam ve c¢atlak findikta
maksimum AFG1 seviyesinin 25 ng/g oldugu goriilmektedir. Saglam ve catlak
findiklarda kiyaslama yapildiginda ise en kiigiik AFG1 degerlerinin saglam findikta
ve tespit edilebilir degerin altinda oldugu goriilmektedir. 7. giin ise saglam kabuklu,
catlak ve i¢ findiktaki AFG1 degerlerinin birbirine en yakin oldugu zaman olarak

tespit edilmistir.
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Sekil 4.3. Saglam, catlak ve i¢ findikta giinliik AFG1 degisimi

AFG2 degerleri Sekil 4.4 de gorildiigli gibi 5 ng/g degerinin altinda tespit
edilmistir. En yiiksek AFG2 degerine ise 4.8 ng/g degeri ile saglam findikta 8. glinde
rastlanmistir. AFG2 degerlerinin AFB1 ve AFG1’e oranla ¢ok diisiik ¢ikmasi

sebebiyle bu degerler hesaplamalarda belirleyici bir etkiye neden olmamustir.
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AFG2 —e—saglam findik

—a— catlak findik
ic findik
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Sekil 4.4. Saglam, catlak ve i¢ findikta glinliik AFG2 degisimi

Sekil 4.5°de AFB1 degerleri AFG1 degerleri ile paralellik gdstermekte ancak toksik
miktar bakimindan AFG1 degerlerinin yaklasik ii¢ kat1 dl¢iim sonucu vermektedir. i¢

findiktaki maksimum AFB1 miktar1 olan 215,7 ng/g degerine AFG1°de oldugu gibi
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2. giinde ulasilmig, 7. giinde ise saglam kabuklu findiktaki AFB1 degerine yaklasik

bir deger saptanmistir.
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Sekil 4.5. Saglam, catlak ve i¢ findikta giinlik AFB1 degisimi

AFB2 degerleri tim findik ¢esitlerinde 6 ng/g degerinin altinda tespit edilmis ve
AFG2’de oldugu gibi analiz sonuglarinda belirleyici olmamistir. Bununla birlikte
Sekil 4.6.’da goriildiigli gibi en yiiksek degerlere i¢ findikta 9. giin ve catlak findikta

5. giin rastlanmstir.
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14 _
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10
AFB2 —e—saglam findik
(ng/g) —=—gatlak findik
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Sekil 4.6. Saglam, catlak ve i¢ findikta giinliik AFB2 degisimi
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Sekil 4.7.’te toplam aflatoksin degerlerine bakildiginda ise sonuglar AFB1 ve AFG1
degerleri ile paralellik gostermektedir. Tim giinlere bakildiginda en yiiksek
aflatoksin seviyesine 306,72 ng/g ile i¢ findikta ulasilmakta, iic grubun aflatoksin
miktarlariin birbirlerine en yakin oldugu giin ise 7. giin olarak tespit edilmistir.
Sekil 4.5.°te de goriildiigii gibi aflatoksin seviyelerinde ¢ok dik inis-¢ikiglar dikkati
cekmektedir. Bu noktada sonucglarimizi literatiirle kiyasladik. Findik iizerine yapilmis
benzer bir denemede belirli periyotlarda (5, 9, 18, 28, 35 ve 45. giinlerde), ti¢ farkl
nem oraninda (%85, %90, %98) findiklar muhafaza edilmis, belirlenen siireler
sonunda findiklar aflatoksin analizine alinmis ve sonuglar nem oranlart ve giinlere

gore karsilagtirlmistir (Simsek vd., 2002).
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Sekil 4.7. Saglam, catlak ve i¢ findikta giinliik toplam aflatoksin (TAF) degisimi
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Cizelge 4.3. Farkli nem oranlarinda depolama sonucu aflatoksin miktarindaki
periyodik degisim (Simsek vd., 2002).

Giinler Nem Orani Bi B2 G1 G2 Toplam
" (ng/g)
5 83 - - - - -
90 - - - - -
98 55 - 12 - 10.7
9 83 - - - - -
90 235 70 453 - 758
98 505 152 813 [1.1 [58.1
18 83 - - - - -
90 2523 425 LT 50.5 7270
98 302 524 409.8 1322 504.6
P 83 46 - 6.5 - [1.1
90 2410 M7 3200 525 638.2
98 316.7 315 4154 578 821 4
35 83 - - - - -
90 1359 10.9 201 19.6 386.5
08 197.3 451 380.0 485 670.9
45 83 - - - - -
90 92.5 [1.9 127.0 214 2528
08 103.2 213 205.7 324 364.6

Bu arastirmada dikkatimizi ¢eken ve bizi ilgilendiren nokta aflatoksin seviyelerinde
diizenli bir artisin olmayisidir. % 90 nemli ortamda muhafaza edilen Grnegin
aflatoksin miktarina bakildiginda 5. giinde aflatoksin tespit edilememis, 9. glinde 75
ng/g, 18. giinde 727 ng/g, 28. giinde 638 ng/g, 35. giinde 386,5 ng/g ve 45. glinde
252,8 ng/g toplam aflatoksine rastlanmistir. Yine benzer sekilde % 98 nem oraninda

da aflatoksin miktarinda inis ¢ikislar goriilmektedir.

Bu hizli degisimler inokiilasyondaki hatalardan kaynaklanabilecegi gibi farkl
findiklar {izerindeki aflatoksin miktarindaki artisin da kontrol edilememesinden
kaynaklanmis olabilecegi distliniilmiistiir. Aflatoksinin zaman ig¢inde bozunup
bozunmayacagi ise sonraki calismalarimizda arastirilmasi diisiiniilen bir konudur.
Bununla birlikte analiz sonuglarimiz bize i¢ findiktaki toplam aflatoksin miktarindaki
artisin en fazla oldugunu ve bunu takiben catlak ve saglam kabuklu findigin geldigini
gostermektedir. Bu da bize findik kabugunun koruyucu etkisini net bir sekilde

gostermektedir.

Bu verilerin 1s181nda catlak ve i¢i bos findik tanelerinin ses ve goriintiilemeye dayali

sistemlerle toplam iirlinden ayrilmasinin aflatoksin seviyesini diigiirecegi tespit

54



edilmistir. Ancak bu denememizde aflatoksin analizleriyle es zamanli olarak yapilan
hiperspektral goriintii alimi sirasinda findiklarin ylizeyinde bulunan kahverengi zarin
kapal1 goriintiileme diizenegi i¢ginde UV-A 1s1minin neden oldugu 1s1 ile ¢atlamasi ve
bu catlaklarin goriintiilerde 1s1ma seklinde goriilmesi algoritmik hesaplamalarda
ekibimiz i¢in olumsuz etki yaratmistir. Bu sebeple bir sonraki ¢alismamizda findik

ylizeyindeki zardan kurtulmak i¢in kavurma islemi uygulanmistir.

Bu c¢alismada aflatoksin analizi sonuclariyla yaptigimiz degerlendirme bizi

calismanin devaminda i¢ findikla ¢alismaya yonlendirmistir.

4.4. Kavrulmus I¢ Findikta Aflatoksin Miktarindaki Degisimin Inkiibasyon

Siireci Sonunda Tahribatsiz Yontemle Tespiti

Bu denemede 18 giin siireyle 25°C’de ve % 90 nemli ortamda muhafaza edilen, hem
steril suya daldirilmis kontrol grubunda (kendi florasindan kaynaklanan) hem de
kontamine edilmis Orneklerde kiif gelisimi fazla olmus bu sebeple bu ornekler
goriintii alim1 ve aflatoksin analizi i¢in kullanilmamiglardir. Bunun digsinda kalan 3
grup; 9 giinliik kontamine edilmis ve kontamine olmayan findik o6rnekleri ve
inkiibasyon yapilmamis-temiz-kavrulmus findik 6rnekleri goriintiileme ve aflatoksin

analizinde kullanilmislardir.

Denemede 106 adet aflatoksinsiz, 57 adette aflatoksinli findik kullanilmistir. Yapilan
analizler neticesinde kiife bulastirilan findiklarda aflatoksin miktar1 25004200 ng/g
araliginda degisirken kiife bulastirilmadan nemli ortamda bekletilen findiklarda ise
bu rakam yine standartlarin iistiinde olan 9-185 ng/g araligindadir. Bu durumda ilk
iki grup birlestirilerek ‘“aflatoksinli” grup olusturulmustur. Kontrol grubundaki
findiklar ise aflatoksinsiz findik grubu olarak belirlenmistir. Aflatoksinli ve
aflatoksinsizler sinifindan rastgele secilmis ikiser adet findik Ornegine ait bazi

multispektral goriintiiler Sekil 4.8”de verilmistir (Kalkan ve Yardimci, 2008).
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Sekil 4.8. Aflatoksinli (Af+) ve aflatoksinsiz (Af-) findiklarin degisik dalga
boylarindaki goriintiisii

Bu o6n denemeler neticesinde beklenen UV-A 1sim1 altinda aflatoksin tespiti
yapilamadi. Bdylelikle direkt olarak tahribatsiz ve hizli yontemle 410-550 nm
araliginda aflatoksin iceren ve igermeyen i¢ findiklar belirlenemedi. Ancak
multispektral goriintiiler kullanilarak aflatoksin iiretimi yapan kiif hifleri
belirlenebildi. Bununla birlikte aflatoksin analizi sonuglar1 goriintiilerde daha koyu
goriinen yani iizerinde daha ¢ok kiif bulunan findiklarin aflatoksin seviyelerinin fazla

oldugunu gostermistir.

Elde edilen sonuglar neticesinde 450-550 nm arasindaki spektral bantlarin kiiflii ve
kiifsiiz findik siniflandirmasi agisindan 6nemli bilgiler tagidig1 goriildii. Bu sebeple
endiistride yalniz bu araliktaki bantlarin kullanimi tavsiye edilebilir. Dogrusal
siiflandiric ile yapilan siniflandirmada findiklar % 97.5’lik bir dogru siniflandirma
orani ile findiklar siniflandirilabildi. Spektral bantlarda elde edilecek 6zniteliklerin
cesitlendirilmesinin, yani findik iizerindeki farkliliklarin goriintiileme sistemiyle
daha iyi algilanmasi i¢in farkli verilerin girilmesinin (f degerlerinin ¢ogaltilmasinin)

siniflandirma dogrulugunu artiracagi diistiniilmektedir.

Ozet olarak, yapilan g¢alisma ile findikta kimyasal ydntemlerde tespit edilen
aflatoksin igeriginin yiizeydeki kiif miktarinin belirlenmesine bagl olarak tahribatsiz
yontemlerle hizli ve diisiik maliyetli olarak belirlenebilecegi tespit edilmistir.

Bununla beraber yiizeydeki kiif aflatoksijenik suslar igermeyebilecektir. Ancak
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sonugta kiiflenmis bir iirliniin toplam {irlinden ayrilmasi yine de insan sagligi
acisindan ve saglam findik tanelerinin korunmasi agisindan faydali olacagindan

olumlu sonug getirecektir.
4.5. Kirmiz1 Pul Biberin Tahribatsiz Yontemle Tespiti

14 kirmizi biber 6rneginde yapilan aflatoksin analizinde 0,13 ng/g ile 84,47 ng/g
arasinda aflatoksin tespit edildi (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Incelenen drneklerin AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 ve toplam aflatoksin
miktarlar1 (ng/g)

Ornek kaynag | Afatoksin | Afatoksin | Afatoksin | Afatoksin Toplam
Bl(ng/g) B2(ng/g) Gl(ng/g) | G2(ng/g) Afatoksin
(ng/g)
1 Kahramanmaras 0,135 <LOD <LOD <LOD 0,135
2 Kahramanmaras <LOD <LOD 0,07 0,11 0,18
3 Kahramanmaras <LOD <LOD 0,05 0,49 0,54
4 Kahramanmaras 0,92 <LOD <LOD <LOD 0,92
5 Kahramanmaras <LOD 0,11 0,66 1,94 2,71
6 Kahramanmaras 3,150 0,144 <LOD <LOD 3,29
7 Kahramanmaras 6,210 0,369 <LOD <LOD 6,58
8 Kahramanmaras 7,200 0,279 <LOD <LOD 7,479
9 Hatay 10,47 0,41 0,29 <LOD 11,18
10 Kahramanmaras 12,60 0,774 <LOD <LOD 13,37
11 Kahramanmaras 40,119 1,963 0,255 <LOD 42,33
12 Izmir 15,36 0,63 36,67 1,96 54,60
13 Izmir 54,678 2,752 0,94 <LOD 58,37
14 Hatay 80,46 3,68 0,33 <LOD 84,47

Aflatoksin Urettigini  bildigimiz Aspergillus kiif suslarimin  biber yiizeyinde
olusturacagimi disiindiigiimiiz 1s51ma varliginin tespiti i¢in Kahramanmaras basta
olmak {izere Izmir ve Hatay’dan toplanan 14 érnek ODTU Enformatik Enstitiisiinde
arastirma grubumuz tarafindan gelistirilen 06zgiin hiperspektral siniflandirma
algoritmalari ile incelenmis ve beklenildigi gibi biber yiizeyinde renk degisimlerine
rastlanmistir.  Goriintii  aliminin  ardindan  yapilan aflatoksin analizi sonucu
aflatoksinli ¢ikan Orneklerle aflatoksinsiz ¢ikan Orneklerin goriintiileri 0zgiin
hiperspektral  smiflandirma  algoritmalarinin,  yiiksek  basarim  sagladigi
gbzlemlenmistir. Cikan olumlu sonuglar XII. Uluslar arast [UPAC mikotoksin ve

fikotoksin sempozyumunda sunulmustur (Kalkan vd., 2007).
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Cizelge 4.5°de verilen bolgesel 6zellik hatalarim1 belirlemek icin biber goriintiisii
kiiciik pencerelere boliinmiis ve her pencere icin ortalama piksel degeri
hesaplanmistir. Genel o6zellik goriintiisiinde ise biber goriintiisii pencerelere
boliinmeden ortalama piksel degeri hesaplandi. Buna gore goriintiilleme sistemine
goriintiiledigi seyin ne oldugu 11 yoldan anlatildi. Daha sonra bu anlatimlar silinerek
sisteme onceden anlatilan veriler soruldu. Sistemin bu sorulardaki hata pay1 ¢izelge
4.9°da 11 tizerinden belirlenmistir ve 6zellik hatalarinin karsilarindaki stitunlarda yer

almaktadir.

11 degeri lizerinden saptanan bu hata paylarinda 6 ve iizeri hatali sonug olarak kabul
edilmistir. Analizi yapilan 6rneklerden 3 ng/g ve altindaki ornekler aflatoksinsiz
olarak goriintiileme sistemine tanitilmig ve sisteme sorulan sorularda bolgesel
ozellikte km1 Ornegine 10 kez hatali sonu¢ vermis ve ornek aflatoksin icermedigi
halde igeriyor denmis, genel Ozellikte ise, fm3’e 6 kez, f23’¢ 9 kez hatali sonug
vermis ve aflatoksin icermedigi halde igeriyor demis, km3’e ise 10 kez hatali sonug

vermis ve aflatoksin igerdigi halde icermiyor demistir.

Cizelge 4.5. Goriintiileme sisteminin aflatoksinli ve aflatoksinsiz kirmizi biberi
ayirma hatalar1 (Kalkan vd., 2007)

Aflatoksin
[Konsantrasyonu (ng/g)

[Bolgesel ozellik hatalar:

0 0

Cizelge 4.5’e gore; biber Orneklerinde aflatoksin bulagmasinin hiperspektral

goriintiileme sisteminde bolgesel 6zellikler kullanilarak % 92,8 ve genel o6zellikler
kullanilarak % 72,7 basar1 oranmiyla tespit edilebildigi gozlemlenmistir. Ancak
sistemin dogrulugunun daha iyi anlagilabilmesi i¢in 6rnek sayisinin arttirilmasinin

gerektigi kanaatine varilmistir.
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Sekil 4.9. 14 6rnegin aflatoksin miktarlar
4.6. UV-C Uygulama Sonuclari

Sekil 4.10°deki verilere gore, 4 uygulama boyunca higbir islem uygulanmamis A.
flavus 123 kontrol grubundaki (AFK) belirgin artisa karsin UV-C uygulanan 6rnek
gruplarinda ise belirgin bir azalig goriilmektedir. UV-C uygulanan O6rnekler
kiyaslandiginda ise en fazla azalma 4 giin UV-C uygulanan Ornekte (AF4)
goriilmektedir. Kontrol grubunun ml’deki son koloni miktari 31*10* iken, AF4
grubunun ml’deki koloni miktar1 86*107 olarak tespit edilmistir. Yani dort uygulama
sonucunda kontrol grubu ile 4 uygulama goren grup arasinda 30%10* kol/ml’lik

azalma goriilmektedir.

3,50E+05
3,00E+05 +
2,50E+05 +
—e— AFK
2,00E+05
Koloni —=— AF1
miktan  1,50E+05 - AF2
(koloni/ml)
1,00E+05 = ij
+
5,00E+04 - /;//
0,00E+00 = — = ‘ *®
7 9 11. 14
-5,00E+04
WV uygulama donemleri (giin)

Sekil 4.10. A. flavus 123 siv1 6rneklerin UV-C uygulamasi verileri
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Sekil 4.11°deki verilere gore, A. parasiticus 1041 kontrol gurubu (APK) 4 uygulama
boyunca hi¢ islem gérmemistir. Bu nedenle sekilde devamli artis egrileri
olusturmaktadir. APK’daki bu artisa karsin 1. uygulama ile birlikte diger
orneklerdeki azalis goriilmektedir. AP1, 1 kez UV-C’ye maruz kalmis bu
uygulamanin ardindan bagka bir uygulama almadig i¢in fungal artis devam etmistir.
AP2 grubu, 2 kez UV-C uygulamasindan ge¢mis ve dolayisiyla 2. uygulamanin
ardindan fungal gelisim artmistir. AP3, 3 uygulamaya tabi tutulmus bu uygulamalar
boyunca ml’deki koloni miktar1 azalis gostermis ardindan bir miktar artmistir. AP4
grubu 4 kez UV-C uygulamasina maruz kalmis ve ml’deki koloni miktar1 en az kalan
ornek olmustur. Uygulamalar boyunca zaman zaman bazi grup sivi dérneklerde koloni
miktar1 artis gosterse de ml’deki koloni miktar1 hi¢cbir zaman kontrol grubuna esit
olmamigtir. Son uygulama sonrasi yapilan ekim sonuglarinda APK 6,70log
degerindeyken AP4 4,58 log degerindedir. Bu durum yapilan ¢alismanin olumlu

sonuclarindan biridir.

8,00E+06

7,00E+06 -
4
6,00E+06 A

5,00E+06 / —— APK
Koloni 4,00E+06 —a— AP1
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Sekil 4.11. UV-C uygulamasi ile A. parasiticus 1041’deki koloni miktar1 degisimi
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4.7. SDS-PAGE sonuglar

Sekil 4.12a’da, A. flavus 123 6rnekleri kontrol (AFK) grubuna gore kiyaslandiginda
orneklerin bant sayilari ve konsantrasyonlar1 arasinda AF3 ve AF4’te diizenli bir
degisim (azalma) goriiliirken AF1 ve AF2’deki degisim (azalma) diizensizdir. Sekil
4.12a’daki diizensiz bant dagilimmin, A. flavus 123 6rneklerinin liyofilize olmadan
onceki miktarlarindaki farkliliktan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Bununla birlikte
kontrole gore 4 nolu drnekteki belirgin protein kayb1 UV-C uygulamasinin fungal sus

iizerindeki etkisini agik bir sekilde gostermektedir.

Sekil 4.12b’de ise A. parasiticus 1041 ornekleri kontrol (APK) grubu ile
kiyaslandiginda AP1, AP2, AP3 ve AP4’te hem bant sayilarinda hem konsantrasyon
miktarlarinda diizenli bir azalis goriilmektedir. Sekil 4.12b’deki bu durum diizenli
araliklarla UV uygulanan 6rneklerin yine UV etkisiyle protein yapilarindaki degisimi

dogru orantili olarak gostermekte oldugu seklinde ve olumlu olarak yorumlanmustir.

MAREKER AFK AFl AF2 AF3 AF4

194 ETh
116 ETh
PTETh
0 ETw

AT ET

1% ETw

I ET

TETW
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MARKER APK APl AFP2 AP3 AP4
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S0 ETh
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Sekil 4.12. SDS-PAGE sunuglari; a. A. flavus 123, b. A. parasiticus 1041

Sekil 4.12a’da AFK; kontrol, AF1; 1 giin UV, AF2; 2 giin UV, AF3; 3 giin UV,
AF4; 4 giin UV uygulanmis orneklerdir. Sekil 4.12b’de APK; kontrol, AP1; 1 giin
UV, AP2; 2 giin UV, AP3; 3 giin UV, AP4; 4 giin UV uygulanmis 6rnekleri

gostermektedir.
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5. SONUCLAR

Elde edilen sonuglara gére 450-550 nm arasindaki spektral bantlarin kiiflii ve kiifsiiz
findik siniflandirmasi agisindan 6nemli bilgiler tagidigi goriilmiistiir. Bu sebeple
endiistride yalniz bu araliktaki bantlarin kullanimi yeterli olacaktir. Dogrusal
siiflandiric ile yapilan siniflandirmada findiklar % 97.5°lik bir dogru siniflandirma
orant ile smiflandirilabilmistir. Spektral bantlarda elde edilecek 6zniteliklerin
cesitlendirilmesinin, yani findik iizerindeki farkliliklarin goriintiileme sistemiyle
daha iyi algilanmasi i¢in farkli verilerin girilmesinin (f degerlerinin ¢ogaltilmasinin)

siiflandirma dogrulugunu artiracagi diisiiniilmektedir.

Ozet olarak, yapilan calisma ile findikta kimyasal yontemlerde tespit edilen
aflatoksin igeriginin yiizeydeki kiif miktarinin belirlenmesine bagl olarak tahribatsiz
yontemlerle hizli ve diisiik maliyetli olarak belirlenebilecegi tespit edilmistir.
Bununla beraber yiizeydeki kiif aflatoksijenik kiif suslar1 icermeyebilecektir. Ancak
sonugta kiiflenmis bir iirliniin toplam {irlinden ayrilmasi yine de insan sagligi
acisindan ve saglam findik tanelerinin korunmasi agisindan faydali olacagindan bize

olumlu sonug getirecektir.

Biber orneklerinde ise aflatoksin bulasmasinin hiperspektral goriintiileme sisteminde
bolgesel 6zellikler kullanilarak % 92,8 ve genel 6zellikler kullanilarak % 72,7 basari
oraniyla tespit edilebildigi gézlemlenmistir. Ancak sistemin dogrulugunun daha iyi

anlagilabilmesi i¢in 6rnek sayisinin arttirilmasinin gerektigi kanaatine varilmistir.

UV-C uygulamasi ile sivi besiyerinde gelistirilen A. flavus 123 ve A. parasiticus
1041 orneklerine 254 nm dalga boyunda 99,99 jul’liik enerji ile yapilan asamali
uygulama sonucunda kiif gelisimi lizerinde engelleyici etkisi yapilan mikrobiyal
ekimler sonucu tespit edilmis, bu etkinin kiifiin protein yapisiyla ilgisinin
anlagilabilmesi i¢in SDS-PAGE analizi yapilmis ve uygulama gérmiis 6rneklerdeki
belirgin protein kaybr UV-C uygulamasinin fungal sus iizerindeki etkisini agik bir

sekilde ortaya koymustur.
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