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ULTRASES UYGULAMALARININ FINDIK PURELERINDE
AFLATOKSINLERIN DETOKSiFIKASYONU VE KALITE
PARAMETRELERINE ETKIiSi

OZET

Aflatoksinler (AF'ler), kiiflerin toksik ikincil metabolitleri olup findik ve findik
tiriinleri gibi birkag¢ gida maddesinin kalitesini diislirebilen maddelerdir. Bu ¢alismada,
ultrases teknolojisi kullanilarak findik piirelerinde AFlerin parcalanma diizeyinin
optimizasyonu ve kalite parametrelerinde meydana gelen degisikliklerin ortaya
konulmas1 amacglanmistir. AF'ler igin veriler, ¢coklu regresyon analizi kullanilarak
polinom yanit modellerine uyarlanmis, her bir aflatoksin tiiri ic¢in yiiksek
determinasyon katsayilar1 (0.8917 ile 0.9674 arasinda R2 degerleri) ile sonuglanmustir.
Toplam aflatoksinler (AFT) ve AFB1 i¢in maksimum bozulma yiizdesine ulagmak i¢in
optimal kosullarin, 80W US giicii, 2.5 U/g numune enzim islemi ve 12.5 pg/kg AFT
kosullar1 i¢in 20 dakika US uygulamasi oldugu grafiksel ve sayisal optimizasyonlar
sonucunda belirlenmistir. Optimum kosullar, sirasiyla AFT% ve AFBI i¢in %44.33
ve %45.58 bozulma saglamis, tahmin edilen degerler ise sirasiyla AFT% ve AFBI1 i¢in
%43.93 ve %44.17 olmustur. Veriler, enzim islemlerinin AFB1% ve AFT% igin
onemli olmadigini, ancak AFB2 ve AFG2 i¢in 6nemli oldugunu gdstermistir.
Baslangigtaki AFT konsantrasyonuna bagli olarak, mevcut tasarim parametreleriyle
%50'den fazla bozulma oranina ulagilmistir. Calisma sonuglari, US isleminin findik
ezmesinin belirli kalite parametrelerini degistirebilecegini, aroma degisiklikleri,
bronzlagsma indeksinde azalma ve peroksit degerinde hafif bir artis gibi sonuglar
gostermistir.

Anahtar kelimeler: Aflatoksin, Degradasyon, Enzim, Findik, Ultrases
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THE DETOXIFICATION OF AFLATOXINS AND THE EFFECT
ON QUALITY PARAMETERS IN HAZELNUT PASTES BY
ULTRASONIC APPLICATIONS

SUMMARY

Aflatoxins (AFs) are toxic secondary metabolites of filamentous fungi which can
reduce the quality of several food commodities like hazelnut and hazelnut products. In
this study, it was aimed to optimize the degradation level of AFs in hazelnut purees
using ultrasound technology and to reveal the changes in quality parameters. For the
AFs, the data were fitted to polynomial response models using multiple regression
analysis, resulting in high coefficients of determination (R2 values ranging from
0.8917 to 0.9674) for each type of aflatoxins. The optimal conditions for achieving
maximum degradation percentages for total aflatoxins (AFT) and AFB1 were
determined to be US power of 80W, enzyme treatment of 2.5 U g sample, and 20
minutes of US application for 12.5 pg kg AFT conditions after graphical and numerical
optimizations. The optimum conditions resulted in 44.33% and 45.58% degradation
for AFT% and AFB1 respectively, with predicted values of 43.93% and 44.17% for
AFT% and AFBL. The data exhibited that, enzyme treatments were not significant for
degradation for AFB1% and AFT%, whereas significant for AFB2 and AFG2.
Depending on the initial AFT concentration, more than 50% degradation rate was
achieved by current design parameters. Study results indicated that US treatment can
alter certain quality parameters of hazelnut paste, including changes in aroma, a
decrease in browning index, and a slight increase in peroxide value.

Keywords: Aflatoxin, Degradation, Enzyme, Hazelnut, Ultrasound
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BOLUM 1. GIRiS

Findik (Corylus avellana L.), sert kabuklu meyveler arasinda en popiiler olan
yemislerden biri olup diinya capinda ¢ok cesitli sekil ve formlarda tiiketilebilen
(Oliveira ve ark., 2008), iyi bir yag, karbonhidrat, protein, diyet lifi, vitamin ve mineral
kaynagi olmasi bakimindan da insan beslenmesinde onemli bir rol oynamaktadir

(Ozdemir ve Akinci, 2004).

Tarih boyunca insan beslenmesinde dnemli bir yer tutmus olan findik, ilk zamanlar hig¢
islem gormeden tiiketilmis ancak teknolojinin gelismesi ile giiniimiizde degisik
islemlerden gegirilerek ¢ok ¢esitli findik iirlinleri halinde tiiketime sunulmaktadir.
Findik giiniimiizde ¢ig ve kavrulmus olarak tiiketilebildigi gibi, soyma, beyazlatma,
dilimlere ayirma, parcalama, 6gilitme, pasta veya piire haline getirme gibi islemler
yaninda, emiilsiyon, siitlii karisimlar ve diger gida maddeleri karigimi halinde de
tiikketilebilmektedir. Ayrica, findigin sekerleme, ¢ikolata, kek ve pasta gibi iirlinlere
katilarak veya tuzlanarak hazirlanmasi yaygin kullanma sekilleri arasinda yer
almaktadir. Gida ambalajlama teknolojisi ve malzeme biliminde meydana gelen
gelismelerin sonucunda, findiklarin ambalajli tiikketim sekilleri ortaya ¢ikmais, bu yolla
uzun slre muhafazasi yaninda tazelik ve bilesim 06zelliklerinin korunmasi da

saglanabilmistir (Bas ve ark., 1989).

Tiirkiye'nin Karadeniz kiyilar1 ¢ok genis findik bahgeleri ile ¢ok biiyiik bir findik
tiretim kapasitesine sahiptir ve bu iiretim kapasitesi Tiirkiye'yi diinyanin en biiyiik
findik iireticisi haline getirmektedir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
(FAOSTAT) verilerine gore, Tiirkiye'nin ortalama kabuklu findik iiretimi 2000'den
2019'a kadar yaklasik 545.000 metrik tondur (bu deger toplam diinya iretiminin
yaklasik %70'ine karsilik gelmektedir). Italya (%13), Amerika (%3,9) ve Azerbaycan



(%3.4), Tiirkiye'yi kabuklu findik tiretiminde belirtilen iiretim oranlari ile takip eden

diger iretici tilkelerdir (FAOSTAT, 2021).

Mikotoksinler, genellikle Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps ve Alternaria
kiif tiirlerinin sekonder metabolitleri olup 300°den fazla fungal metabolitin gerek insan
gerekse de hayvan sagligi agisindan potansiyel risk olusturdugu bilinmektedir. Diinya
genelinde tarimsal TUriinlerin yaklasik %25’inin mikotoksinlerden kaynaklanan
problemler nedeniyle kullanilamaz hale geldigi bilinmekte ve olumsuz sartlar altinda
toksijenik kiif gelisimine maruz kalmis ve mikotoksin i¢eren bu tarimsal iiriinler
tiikketildiginde insan ve hayvanlarda toksik etkiler olusturmaktadir (Sen ve Nas, 2010).
Varlig1 belirlenen mikotoksin sayist ve cesidi siirekli artarken, gida ve yemlerde
bunlarin varligini kontrol altina almak amach gerceklestirilen yasal diizenleme sayis1
da hizla artmaktadir (Znedine ve Manes 2009). Diinya genelinde yapilan aragtirmalara
en ¢ok konu olan mikotoksinler; AFler (B1, B2, G1 and G2), Okratoksin A (OTA),
fumonisinler (FB1, FB2), Deoxynivalenol (DON), Zearalenone (ZEN), T-2 ve HT-2
toxinleridir (Park ve ark., 2001).

Findikta uygun kosullarda yapilmayan hasadin, teknigine uygun yapilmayan kurutma,
depolama ve islemenin kif gelisimini tetikleyebilecegi belirtilmektedir. Bunun
sonucunda, kiiflerin findikta gelismesine bagli olarak irettigi en onemli sekonder
metabolit olan Aflatoksinlerin (AFler) findik ve findik {irinlerinde 6nemli diizeyde
kalite ve ekonomik kayiplara neden olabilecegi ve insan sagligimi riske edecegi
asikardir (Ozgakmak ve Dervisoglu, 2007). Findigin sert kabugu, findik meyvesini
herhangi bir istila ve/veya kontaminasyona kars1 koruyan iyi bir bariyer olarak kabul
edilse de aflatoksijenik kiif tiirleri, kurutma veya depolama gibi iiretim zincirinin
herhangi bir asamasinda daneleri kirletebilir ve AFler iiretebilir (Kabak, 2016).
Dolayisiyla, findik gibi sert kabuklu meyveler AF’ ler agisindan riskli mamullerdir.
Bu iirlinlerde kiif kontaminasyonunun daha bahg¢ede Onlenmesi mikotoksin
probleminin 6niine gegilmesinde hayati bir 5neme sahip olsa da bu her zaman miimkiin
olan bir uygulama olamamaktadir. Ancak bazi Onleyici tedbirlerin alinmasi AF

olusumunun olabildigince 6niline gecilmesi agisindan oldukca dnemlidir.



Mikotoksinlerin ayiklama, kavurma gibi fiziksel yOntemlerle, kimyasal ve
mikrobiyolojik yontemlerle giderilme c¢aligmalar1 son yillarda {izerinde durulan
konulardan birisidir. Ancak, fiziksel yontemlerin disinda kimyasal ve mikrobiyolojik
yontemlerin pek ¢ogu 6zellikle gida maddesinin gerek tat ve koku gerekse de kimyasal
bilesiminde neden oldugu deformasyon nedeniyle tercih edilmemektedir. Bununla
birlikte fiziksel metodlarin higbirisi de mikotoksinli {irlinii saglam olanlardan giivenli
bir sekilde ayiramamaktadir. Bu baglamda 6zellikle mikotoksin olusabilecek riskli
iriinlerde yapilmasi gereken ilk is tiriine mikotoksin olustuktan sonra degil, olusmadan
once miidahale edilmesidir. Bununla birlikte, AFlerin 6zellikle findik piiresi gibi
katma degeri yiiksek, cok onemli bir ara iirtinden giderilmesi/detoksifikasyonu son
derece Oonemli bir konudur. Mikotoksinlerin detoksifikasyonunu konu alan giincel
calismalar elektron 151n1 151nlamasi, sitrik ve laktik asitler, ozon gazi, soguk plazma ve
notr elektrolitik su uygulamalar: gibi konulari ele almistir. Ultrases ise son yillarda
mikotoksin detoksifikasyonu amaciyla denenmekte olan yeni teknolojilerden biridir.
Ultrases uygulamalarinda sekonder kirleticiler tiretilmediginden, ¢evre dostu bir

teknoloji olarak degerlendirilmektedir (Liu ve ark., 2019).

Bu caligmada, ultrases teknolojisi kullanilarak findik piirelerinde AFlerin parcalanma
diizeyinin optimizasyonu ve kalite parametrelerinde meydana gelen degisikliklerin

ortaya konulmasi amaglanmustir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Findik

Kayin agacigiller (Fagales) takimiin Hus agacigiller (Betulaceae) familyasi igerisinde
yer alan findik Corylus cinsine ait sert kabuklu bir meyve olarak tanimlanmaktadir
(Ozata, 2021). Kendine dzgii iklim istekleri olan uzun émiirlii ¢al1 formunda bir kiiltiir
bitkisi olan findik, 36-41° kuzey enlemleri aradinda, iliman iklim kusagi olarak
degerlendirilen Japonya'dan, Cin, Mangurya, Kafkasya, Tiirkiye, Avrupa ve Kuzey
Amerika'ya kadar uzanan bir bolgede yabani form bigiminde yetistirilmektedir (Giinay

ve ark., 2020).

Corylus cinsinin kag¢ tiiri oldugu konusunda farkli kaynaklarda farkli sayilar
verilmesine ragmen, genellikle bu cinsin 9-25 kadar tiir i¢erdigi kabul edilir. Bu tiirler,
Asya, Avrupa, Kuzey Amerika ve Giiney Amerika gibi ¢esitli cografyalarda yaygin
olarak bulunabilir (Islam, 2019). Bu tiirlerin bir¢ogu, findik {iretimi i¢in ekonomik
olarak onemlidir. Corylus cinsine ait findik tiirlerinden Corylus avellana L. (adi
findik), Corylus colurna L. (Tiirk findig1) ve Corylus maxima mill (lambert findig1)
meyvecilik bakimindan 6nemli olan ve ekonomik olarak kiiltiirii yapilan 6nemli findik
tiirleridir (TEPGE, 2021). Tiirkiye’de Tombul, Incekara, Kargalak, Uzunmusa, Palaz,
Kalinkara, Cakildak, Mincane, Fosa, Degirmendere, Yass1 Badem, Yuvarlak Badem,
Sivri, Kan, Aci, Cavcava gibi findik ¢esitleri olmasina karsin (Cakir, 2020) ekonomik
acidan 6nemli ve yaygin olarak yetistirlen ¢esitler Tombul, Cakildak, Palaz, Fosa ve
Mincane’dir (Islam, 2019). Ayrica gerek iiniversitelerde gerekse de arastirma
enstitiilerinde verimi yiiksek, kurakliga dayanikli yeni findik cesitlerinin 1slahina
yonelik arastirmalar yiiriitiilmektedir. Yiiksek verimli, kaliteli findik ¢esitlerinin 1slah1
ve ekonomiye kazandirilmast da son derece dnemli bir konudur. Islah edilen yeni
cesitlerin tescillenerek {ireticiler tarafindan kullaniminin yayginlastirilmasi findik

verimini arttiracaktir.



2.2. Tiirkiye’de ve Diinya’da Findik Uretimi

Findik, diinya genelinde en ¢ok tiiketilen kuru yemislerden biridir ve ayni zamanda
tiretici iilkeler agisindan dnemli bir ihrag {irtiniidiir. Findik iiretimi, 6zellikle Tiirkiye,
Italya, ABD ve Ispanya gibi iilkelerde yaygmn olarak gergeklestirilmektedir.
Tirkiye’de findik tiretimi 33 ilde gergeklestirilmesine ragmen, iiretimin neredeyse
tamami 6 ilde yogunlasmistir. Bu iller Ordu, Giresun ve Trabzon olarak adlandirilan
eski tiretim bolgeleri olmak iizere Sakarya, Diizce ve Samsun ise yeni iiretim

bolgesidir. Bu 6 il, Tiirkiye’nin findik iiretiminin %85’ ini olusturmaktadir (Siray,

2010).

2001-2021 yillar1 arasinda diinyanin ortalama kabuklu findik tiretim miktar1 yaklagik
872.000 metrik ton olup, Tiirkiye toplam tiretimin %66's1n1 karsilamaktadir. Tiirkiye'yi
daha diisiik {iretim miktarlariyla italya (%13), ABD (%4.3), Azerbaycan (%3.7) ve
Giircistan (%2.8) takip etmektedir (FAO, 2023).

Son yillarda Azerbaycan ve ABD’nin findik iiretiminde artis oldugu ifade edilmektedir
(www.tmo.gov.tr). Diinyadaki findik tiretim miktarlar1 Tablo 2.1 de gosterilmistir.
2016-2020 yillar1 aras1 veriler dikkate alindiginda Tiirkiye’nin Diinya liretiminde en

onemli iilke oldugu agikca goriilmektedir.

Tablo 2.1. Diinya findik iiretimi (kabuklu/bin ton) (www.tuik.gov.tr,www.fao.org)

ULKELER 2016 2017 2018 2019 2020 Ortalama
Tiirkiye 420000 675000 515000 776000 665000 610200
Italya 130000 90000 125000 65000 160000 114000
Giircistan 60000 80000 50000 38000 50000 55600
Azerbaycan 50000 65000 68000 42000 50000 55000
ABD 39000 27000 4600 39500 56600 41680
Ispanya 20000 19000 16000 12400 4500 14380
Digerleri 60500 74600 93300 114500 128500 94280
Toplam 779500 1030600 913600 108.400 1114600 985140



http://www.tuik.gov.tr,www.fao.org/

2016-2020 yillar1 arasinda iilkemizin yaklagik 610 bin ton ile toplam diinya {iretiminin
%62’ sini karsiladigi, diger lilkelerin ise 375 bin ton ile toplam Diinya iiretiminin
%38’1ni karsiladig1 goriilmektedir. Tiirkiye’de dekar basina findik verimi 2014-2019
yillar1 arasinda 96 kg olarak gergeklesmis olup, findik veriminde ABD, Ermenistan ve
Fransa ilk 3 siray1 paylasmaktadir (Anonim, 2022). FAO verilerine gore; 10 yillik
ortalama findik verimi ABD’de 261 kg/Da, Yunanistan’da 219 kg/Da, Cin’ de 200
kg/Da olarak gergeklesmistir (Anonim, 2022).

Findik, Tirkiye’de ekonomik olarak dnemli bir yere sahip olup, en yiiksek doviz
getiren, iilke ekonomisine katkida bulunan baslica iiriinlerdendir. Ulkemizde yillik
ortalama 350000 ton isleme kapasiteli 40 fabrika findik isleme faaliyeti
gerceklestirmektedir (Oztiirk ve ark., 2017). Tiirkiye 2020 yil1 verilerine gére 2.80
metrik ton findik ihracati gerceklestirerek yaklasik 2 milyar dolar gelir elde etmistir

(www .kib.org.tr). Yillara gore Tiirkiye’nin iilkelere gore findik ihracat rakamlari

Tablo 2.2 de verilmistir.

Tablo 2.2. Tirkiye’nin iilkelere gore findik ihracat rakamlari (bin ton) (www.kib.org.tr )

Ulke Adi 2016 2017 2018 2019 2020 Ortalama
(Ton)
ALMANYA 100.628  127.086  141.371  146.954 134.880 130.184
iTALYA 103.070  108.868  102.342  167.797 112.868 118.989
FRANSA 44.936 45.718 36.999 45.438 38.652 42.349
POLONYA 17.470 20.178 19.755 23.971 24.044 24.084
HOLLANDA 15.318 20.256 22.315 22.412 21.979 20.456
KANADA 22.004 22.762 18.904 17.132 16.863 19.533
AVUSTURYA 17.612 17.772 16.580 18.699 20.487 18.230
ISVICRE 18.378 17.348 17.733 18.361 18.793 18.123
BELCIKA 15.000 20.432 17.129 14.886 15.616 16.613
DiGER 100.696  138.826  165.374  163.895 157.666 145.292
TOPLAM 455.112  539.246 558502  639.545 561.848 553.853

Tiirkiye’de yaklasik 18 findik ¢esidinin hasadi1 gerceklestirilmektedir. Bu gesitlerden
bazilar1 Aci, Cavcava, Cakildak, Fosa, Ham, Incekara, Palaz, Sivri, Tombul ve Uzun’

dur. Bu cesitler arasinda Tombul findik toplam findik {iretiminin %25-30’unu


http://www.kib.org.tr/

olusturmakta olup, iistiin kalite dzelliklerine sahiptir. Ozellikle Giresun kalite tombul
findik, yiiksek yag icerigi, 0zgilin tat ve aroma, kavurma sonrasi kolay zar atmasi
sebebiyle bu findik ¢esidine yurt i¢i ve yurt disinda yogun bir talep mevcuttur
(Alasalvar ve ark., 2003).

2.3. Findigin Kullanim Alam

Findik, Tiirkiye ve diinya genelinde atistirmalik olarak yaygin bir sekilde
tilkketilmektedir. Citlatildiktan sonra tuzlanip kavrulmasiyla elde edilen cerez
formunun yamn sira, findik i¢i dogal veya beyazlatilmis olarak sunulmakta ve cesitli
islemlerden gecirilerek {liretilen findik {iriinleri olarak piyasada bulunmaktadir. Bu
triinlerin  kiiresel kullanim alanlar1 su sekildedir: %80'i ¢ikolata sektoriinde
kullanilirken, %15'1 siitlii, meyveli, sebzeli tatlilarda, asurelerde, kek, biskiivi, pasta,
dondurma, sekerleme, nuga, draje, helva liretiminde, tavuk, balik, sebze, eriste,
makarna gibi liriinlerde sos olarak, kokteyl ve kanepelerde, ayrica kahvaltilarda ekmek
lizerine siiriilerek, peynir ezmelerinde, surup tliretiminde, bugday ve ¢avdar ununa
katilarak ekmek {retiminde, yogurtlarda ve siitlerde aroma saglayici olarak
kullanilirken %5'i de ¢erez olarak pazarlanmaktadir (Koksal ve ark., 2006; Kirca ve
ark., 2018; www.kib.org.tr). Findigin Tiirkiye'deki kullanim alanlarina gz atildiginda,
%70'1 ¢ikolata sektoriinde, %20's1 pasta ve tath liretiminde ve %10'u da ¢erez olarak

satisa sunulmaktadir (Uzundumlu ve ark., 2019).

Kirilmig, vurgunlu ya da ezik i¢ findiklar genellikle yemeklik findik yagi olarak
kullanilirken; gizli ¢iiriik, ¢iiriik ya da acilasmis findiklar kozmetik ve sabun
endiistrisinde gliserin ve stearin tiretiminde degerlendirilmektedir. Bozuk findiklardan
elde edilen yaglar ise boya endiistrisinde kullanilmaktadir. Yag ayrildiktan sonra
geriye kalan kiispe, kiimes hayvanlar1 ve siit hayvanlart igin yem iiretiminde
kullanilirken, natiirel findigin etrafin1 saran ve kavrulduktan sonra uzaklastirilan zar
ise hayvan yemlerinde degerlendirilmektedir (Koksal ve ark., 2006; Kirca ve ark.,
2018).



2.4. Findigin Besin Degeri

Diger sert kabuklu meyvelerle karsilastirildiginda, findik besin acgisindan énemli bir
kaynak olarak 6ne ¢ikmaktadir. 100 gram findigin 634 kalori sagladig: belirtilirken,
findigin yaklasik 600-700 kalori enerji i¢erdigini ifade eden ¢aligmalar da mevcuttur
(Koksal, 2018).

Findik, igerdigi besin 6geleri agisindan zengin bir profil sunmaktadir. Karbonhidrat
bakimindan %10-22 arasinda degisen bir igerige sahiptir. I¢ findigin protein orani ise
%10-24 arasinda degismekte olup, 100 gram i¢ findik tiiketimi giinliik protein
ihtiyacinin %22'sini karsilayabilir. Findigin kuru madde igeriginin %2.8-7.9’u toplam
seker icermektedir. Findik igerisinde bulunan organik asitler arasinda en fazla malik
asit bulunmakta olup, galaktronik, siiksinik, levulinik, sitrik, asetik ve biitirik asitler
de diisiikk miktarlarda mevcuttur. Findiktaki toplam yag miktar: 100 gram findikta 50-
73 gram arasinda degisim gosterir. Findik yag asitleri agisindan incelendiginde, en
yiiksek oranda oleik asit bulunur ve bunu sirasiyla linoleik, palmitik, stearik ve
linolenik asit izler. Oleik asidin kandaki kolesterol diizeyini azaltict etkisi vardir,
linoleik asit ise damar i¢i daralmasini1 dnlemeye yonelik bir etkiye sahiptir. Ayrica,
findiktaki linoleik ve linolenik asitlerin kandaki lipit ve gliserid diizeyini diisiirerek
hipertansiyonu azaltici etki gosterdigi bildirilmektedir (Ozdemir ve ark., 2014; Koksal,
2018).

Agagta yetisen kuru yemisler arasinda, findik en zengin E vitamini kaynagidir. Sadece
giinde 40 gram findik tiiketmek, yetiskinler icin gereken E vitamini miktarmin
tamamini karsilamaktadir. Vitamin E, viicuttaki en giiclii antioksidanlardan biridir
(Alasalvar ve ark., 2003). Findik, zengin mineral igerigine ek olarak B1, B6
vitaminleri, niasin ve a-tokoferol gibi Onemli vitamin kaynaklar1 arasinda

bulunmaktadir (Koksal, 2006).

Findigin mineral madde igerigine iliskin bircok calisma bulunmaktadir. Findikta en
fazla bulunan minerallerin K, P, Ca ve Mg oldugu bildirilmis; Fe, Zn ve Cu'nun varligi

ve ylksek K/Na orani, findig1 insan beslenmesi ve oOzellikle elektrolit dengesi



acisindan ilging bir kabuklu yemis oldugu ifade edilmistir (Kdksal ve ark., 2006). 16
findik ¢esidinden elde edilen ortalama kimyasal bilesim Tablo 2.3’ de ifade edilmistir.

Tablo 2.3. Findigin yaklasik kimyasal bilesimi (Koksal ve ark., 2006)

Bilesenler Ortalama Degerleri Bilesenler Ortalama Degerleri
Nem (%) 4.29 Folik asit (ng/100g) 43
Protein (%) 17.4 Retinol (mg) 3.25
Yag (%) 61.66 Thiamin (B1 vit.) (mg) 0.27
Sodyum (mg) 2.6 Riboflavin (B2 vit.) (mg) 0.05
Potasyum (mg) 863 Vitamin B6 (mg) 0.50
Kalsiyum (mg) 186 Vitamin E (mg) 24.7
Magnezyum (mg) 173 Fenilalanin (mg) 637
Fosfor (mg) 287 Arjinin (mg) 2000
Demir (mg) 4.2 Lisin (mg) 454
Bakir (mg) 2.3 Serin (mg) 719
Cinko (mg) 2.90 Tirozin (mQ) 471
Mangan (mg) 5.60 Doymamis/Doymus yag 131

2.5. Findik Piiresi

Findik piiresi (ayrica sanayide findik fiiresi olarak da adlandirilir), findik
cekirdeklerinin 6giitiilmesiyle elde edilen kremamsi yapiya ve homojen bir kivama
sahip endiistriyel bir yar1 mamuldiir. Genellikle ¢ikolata {iriinleri, ¢ikolata kremalari,
sekerlemeler, firin {riinleri, salatalar ve tathilar gibi bircok {irlinde igerik olarak

kullanilmaktadir (Ozgelik ve Karaali 2002; Senyuva ve Gilbert 2005).

Findik ezmesinin genel iiretim akis semas1 Sekil 2.1'de verilmistir. Kisacasi, kabuklu
findik soyulduktan sonra boyutlarina gore siniflandirilmakta, ardindan, saglikli
cekirdeklerden uygun olmayanlar1 (6rnegin kiiflii ¢cekirdekler gibi) ayirmak i¢in bir
ayiklama islemi gerceklestirilmektedir. Daha biiyiik boyuttaki findik ¢ekirdekleri (10

mm ¢apindan biiylik) atistirmaliklar, ¢ikolata iiretimi ve tathilar i¢in kullanilirken, daha



kiigiik cekirdekler (gelismemis veya daha az gelismis c¢ekirdekler) findik piiresi
tiretimi i¢in kullanilir (Bonvehi ve Coll 2009; Sen ve Civil 2022). Kavrulma
isleminden sonra kiiclik boyuttaki ¢ekirdekler {izerine istege bagli olarak bir
aspirasyon islemi uygulanir ve koyu renkli zarlar (ince kabuk) ¢ikarilir. Daha sonra
kavrulmus g¢ekirdekler degirmenler araciligiyla ortalama 50-90 mikrometreye kadar
ogiitiiliir. Ogiitiilerek neredeyse siv1 hale getirilmis olan findik piiresi, pastorize edilir
ve pazarlanincaya kadar azot gazi altinda biiyiik tanklarda depolanir. Son {iriiniin
igerigi %50'den fazla yag ve %1'den az su igermektedir (Ercan ve Dervisoglu, 1998;

Ozgelik ve Karaali, 2002).

Genellikle kabuklu findigin dis kabugu ve ¢ekirdegi kaplayan koyu kahverengi ince
zar, findik ¢ekirdeklerini kontaminasyon ve istilaya kars1 koruyan cok iyi bir bariyer
olarak gorev yapar. Ancak, ozellikle kabuklar bocekler, memeliler veya mekanik
kuvvetler tarafindan hasar gordiigiinde, belirli kiif tiirleri, 6zellikle aflatoksinler
(AF'ler) iiretebilen kiif tiirleri, liretim siirecinin herhangi bir agsamasinda ¢ekirdekleri

AF’lerle kontamine etme potansiyeline sahiptir (Kabak, 2016).
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Sekil 2.1. Findik piiresi iiretim akis

semasi

Karadeniz Bolgesi'nde yiiksek kapasiteli modern kurutma tesislerinin yetersizligi

nedeniyle iireticiler, 6rnegin beton veya ¢im ylizeyler lizerinde giines altinda kurutma

gibi yontemler kullanarak iiriinlerini geleneksel yontemlerle kurutmak zorunda

kalmaktadir. Bu, iiretim hacminin biiylikk olmasi nedeniyle yeterli kapasite

bulunmamasindan kaynaklanmaktadir (Turan ve Karaosmanoglu, 2019). Bolgedeki

hava genellikle yagish olup, kabuklu findigin kuruma doneminde nem ytiksektir.

Kuruma siireci yagisli ve nemli hava kosullarina denk gelirse, findik ¢ekirdeklerinin
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uygun nem igerigine (yaklasik %6) ulagsmasi daha uzun siirebilir ve bu da iiriini
mikotoksin {iretebilen kiiflerin istilasina daha duyarli hale getirebilmektedir (Kabak,
2016). Ayrica, yliksek nem ve sicaklik gibi uygun olmayan depolama kosullari, kiif
gelisimine ve dolayisi ile de AF'lerin olusumuna yol agabilmektedir (Ozay ve ark.,
2008; Houshyarfard ve Javadi, 2018).

2.6. Findik ve Findik Mamiillerinde Mikotoksin Sorunu

Findikta kiif kontaminasyonu yaygin bir durumdur ve bazi kiif tiirlerinin findik
tizerinde gelismesi ve {lirettikleri sekonder metabolitler ile insan ve hayvan sagligin
tehdit etmektedir. Findik gibi sert kabuklu meyvelerde mikotoksin problemi uzun
stiredir bilinmekte ve 6nlem alinmadig1 takdirde iretici iilkelerin ekonomisine biiyiik

zararlar vermektedir (Sen, 2017).

Findik ve findik mamullerinde en sik rastlanan mikotoksin AF’lerdir. AF’ lerin
hayvanlar iizerinde kanserojenik, mutajenik ve immino-supresif etkileri oldugu bir¢cok
arastirmaci tarafindan ortaya konmus, epidemiyolojik caligmalar ise insanlarin giinliik
diyetlerindeki AF seviyesi ile karaciger kanseri goriilme siklig1 arasinda yakin bir iligki
oldugunu gostermistir (Ragmanoli ve ark., 2009). Findiklarin erken hasat edilmesi,
naylon c¢uvallarda nemli ortamda bekletilmesi ve toprak iizerinde kurutulmasi
durumunda aflatoksin miktarinda bir artis olabilecegi, yagisl hava kosullarinda ise
ciftei harman alanlarinda kurutma isleminin uzun siirmesi durumunda {riinde

belirlenen limitlerin iizerinde aflatoksin olusabilecegi ifade edilmektedir (Akpinar,
2008).

Mikotoksin iireten funguslar ile findigin kontamine olmasi, findikta mutlaka
mikotoksin bulunacagi anlamina gelmemektedir. Ciinkii toksin iiretimi ¢evresel
sartlar, ¢esit, meyvenin besin icerigi, mikrobiyal yiikii ve kiif tiirii (mikotoksijenik olup
olmamasi) gibi pek ¢ok faktore baghdir. Fungal gelisimi destekleyen sartlarin
mikotoksin olusumundan da sorumlu olmasi seklinde bir yargida bulunmak dogru
degildir (Jackson ve Al- Taher, 2008). Ancak mikotoksin olusumu agisindan uygun
ortamin (nem ve sicaklik gibi) olmasi durumunda findikta AF’ lere rastlanabilmektedir

(Ozgakmak ve Dervisoglu, 2007).
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Findik gibi sert kabuklu meyveler AF’ler acisindan riskli mamullerdir. Bu {iriinlerde
kiif kontaminasyonunun daha bahg¢ede Onlenmesi mikotoksin probleminin Oniine
gecilmesinde hayati bir 6neme sahip olsa da bu her zaman miimkiin olan bir uygulama
olamamaktadir. Ancak bazi 6nleyici tedbirlerin alinmas1 AF olusumunun olabildigince
Oniine gecilmesi agisindan oldukga 6nemlidir. Bu 6nleyici tedbirler birincil tiretimden,
islemeye, dagitimdan depolamaya kadar olan tiim asamalarda Iyi Tarim Uygulamalar
(GAP), lyi Hijyen Uygulamalar1 (GHP), Iyi Uretim Uygulamalar1 (GMP), lyi
Depolama Uygulamalart (GSP) ve HACCP sistemini de igeren bir gergevede
disiiniilmeli ve uygulanmalidir (Sen, 2017). Bu baglamda findigin hasadi ve hasat
sonrast iglemleri ve depolanmasi asamalarinda alinabilecek bazi 6nleyici tedbirler

asagida verilmistir.

I) Hasat ve hasat sonrasi islemler

e Fimdigin hasadi yetkililerin 6ngordiigii siire zarfinda miimkiin oldugunca kisa
stirede yapilmalidir.

e Findik toplama asamasinda miimkiin oldugunca toprakla temasi kesilmelidir.

¢ Findik toplandiktan sonra zuruflarin uzaklastirilacagi alana taginmali, tasima
sirasinda findiklarin hava alabilecegi nitelikte ve daha 6nceden kullanilmamis
temiz guvallar kullanilmalidir.

e Findiklar taginirken kullanilan araglar kuru ve temiz olmali, gozle goriilebilir
nitelikte kiif bulasist icermemelidir. Eger hasat edilen findik hemen
taginamiyor ise kuru ve temiz bir alanda muhafaza edilmelidir.

e Findik zuruflarinin uzaklastirilmasi i¢in kullanilan patozlarin makine ayarlar
findigin ¢esit ve biiyiikliigiine uygun yapilmalidir.

e Zuruflara soldurma isleminin gerekli oldugu durumlarda iirlin ince bir tabaka
halinde serilmeli, liriine bocek, kiif, kimyasal madde bulagsmalari 6nlenmelidir.
Yagishh havalarda {iriiniin 1slanmasini engellemek amaciyla miimkiinse
soldurma islemi c¢ardak altinda yapilmalidir. Soldurma isleminde iiriiniin

yeniden nem almast ve havalandirmanin yetersiz olmasi1 AF olusum riskini
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oldukca arttiracagindan bunun icin gerekli dnlemlerin alinmasi1 son derece
onemlidir.

e Zuruflarindan ayrilan findiklar eger gilineste kurutuluyor ise kurutma aksam
saatlerinde sonlandirilmalhidir ve yagishh havalarda iiriiniin nem almasi
engellenmelidir.

e Fmdik mekanik kurutucularda kurutulacak ise kurutma sicakligi 40 °C’ nin
tizerine ¢ikmamalidir. Kurutma sonunda findigin nem ve aw degerleri kontrol
edilmelidir. Kurutma sonunda nem degeri %5 ve aw degeri ise 0.70’ in altinda
olmalidir.

e Findik isleme tesislerinde gerekli hijyenik onlemlerin alinmasi son derece
hayatidir. Findik isleme tesislerinde kullanilan ekipmanlar isletmenin her bir
boliimii i¢in ayr1 olmali, personele gerekli hijyenik egitim verilmelidir.

e Hasarli, uygun olmayan findiklarin ayrilmasi icin elektronik sistemler
kullanilmalidar.

e Isletmeler etkin bir sekilde HACCP sistemini uygulamalidir.

ii) Depolama

e Findik depolama alanlari, temiz ve kuru olmali, bagil nemin %70’ in altinda
olmasi saglanmalidir.

e Kiif cogalmasinin 6niine gegmek amaci ile eger imkan varsa depo sicakligi 0-
10 °C araliginda tutulmalidir.

e Depolarda tescilli insektisit ve fungusitler kullanilarak kiif ve zararlhilarin

depolama alanlarinda ¢ogalmalar1 engellenmelidir.

Mikotoksinlerin ayiklama, kavurma gibi fiziksel yOntemlerle, kimyasal ve
mikrobiyolojik yontemlerle giderilme calismalari son yillarda iizerinde durulan
konulardan birisidir. Ancak, fiziksel yontemlerin disinda kimyasal ve mikrobiyolojik
yontemlerin pek ¢cogu 6zellikle gida maddesinin gerek tat ve koku gerekse de kimyasal
bilesiminde neden oldugu deformasyon nedeniyle tercih edilmemektedir. Bununla
birlikte fiziksel metodlarin higbirisi de mikotoksinli iirlinii saglam olanlardan giivenli

bir sekilde ayiramamaktadir. Bu baglamda 6zellikle mikotoksin olusabilecek riskli
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tiriinlerde yapilmasi gereken ilk is tiriine mikotoksin olustuktan sonra degil, olusmadan

once miidahale edilmesidir (Sen, 2017).

2.7. Aflatoksinler

AF’ler beyaz kristal formda, kloroform metanol ve dimetil siilfoksit gibi kismen polar
¢oziiciilerde ¢oziinebilen ve suda ise 1 ile 20 pg/ ml oraninda ¢6ziinebilen bilesiklerdir.
Kimyasal olarak AF’ler ultraviyole 1sikta floresans 6zellik gosteren (362 nm’ de) 18
adedi bilinen bir seri bisulfuran polisiklik bilesiklerdir (Desphande 2002). AF’ler, UV
151811 (362 nm) kuvvetle absorblarlar ve AFB1 ve AFB2 icin 425 nm de; AFGI ve
AFG2 i¢in ise 450 nm de floresans emisyonu olustururlar. 18 adet AF bilesigi
icerisinde dogada en sik rastlanan AF bilesikleri AFB1, AFB2, AFGI1 ve AFG2’ dir.
Olusturduklar toksik etki giicline gore siralama ise AFB1 > AFG1 > AFB2 > AFG2
seklindedir. AF’lerin toksisiteleri molekiiliin terminal furan halkasinin 8. ve 9.
posizyonlarinda bulunan ¢ift baglardan kaynaklanmaktadir (Stroka, 2001). AF’lerin
molekiiler yapilar1 Sekil 2.2°de gosterilmistir.

AFB2
Molekiill Formiili: Cy-Hya05
CAS Mo: 7220-81-7
Molekil AgnhEc 314.29

AFB1
Molekiil Formiili: CH=05
CAS Mo: 1162-65-8
Molekil Afwlifc 312.27

AFG1 AFG2
Molekiil Formiilii: CyH0; Muolekiil Formiilii: €Hi20;
CAS Mo: 1165-39-5 CAS Mo: 7241-98-7
Molekil AgohEc 328.27 Molekil Agnhgc 330,29

Sekil 2.2. Aflatoksinlerin molekiiler yapilar

AF’lerin biyosentezi ¢oklu enzimatik reaksiyonlar1 igeren kompleks bir prosestir.

Yapilan c¢aligmalar AF’lerin biyosentetik yolunda AFB1 ve AFB2’ nin
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Sterigmatosistin ve O-metilsterigmatosistinden, AFB2 ve AFG2’ nin ise dihidro-O-
metilsterigmatosistinden meydana getirildigi belirlenmistir. AF’ lerin olugumunda
kullanilan biyosentetik yol Sekil 2.2 ve Sekil 2.3’de gosterilmistir. Bu durum AF’lerin
olusum mekanizmasinda Sterigmatosistin (ST)’ in AFB1’ in 6ncii maddelerinden biri
oldugu ve AFBI1 ile aym1 biyosentetik yolu kullandig1 belirlenmistir (Yabe ve
Yakajima, 2004; EFSA, 2013).

AF biyosentetik yolu incelendiginde A. nidulans ve A. versicolor’ un ST’i O-
metilsterigmatosistin’e doniistiiremedigi, bununla birlikte A. flavus ve A. parasiticus’
un bunu gergeklestirebildigi dolayisiyla da AF’ leri iiretebildigi belirlenmistir (EFSA,
2013).

AFB1’ in olusumunda ilk ara {iriin norsolorinik asittir. Norsolorinik asit iki agamal1 bir
reaksiyonla once averantin, daha sonra da averufin’e doniistiriiliir. Bir sonraki
biyosentetik proses, averufin halka yapisinin agilmasi ve bunu takib eden bir
dehidrasyon, epoksidasyon ve epoksid diizenleme ile versikonal hemiasetal A’ dan
versikolorin A olusumudur. Versikolorin A bir oksidorediiktaz enzimi vasitasi ile son
biiytlik ara iirin olan ST’e dontstiiriilir. Tim aflatoksinlerin yapisinda bulunan o-
metoksi grubu S-adenosil metiltransferaz’in katalizledigi bir metil donérii olan S-
adenosilmetiyonin’ den kaynaklanmaktadir. Enzim ST’i O-metilsterigmatosistin’ e
dontistiirmektedir. Versikolorin A, sterigmatosistin, ve AFB1’ deki bisfuran halkasinin
olusumu, versikonal hemiasetal asetat’in ester baglarinin hidrolizi ile asetil grubun
eliminasyonu ve bunu takiben halkanin kapanmasini igermektedir (Sekil 2.3 ve Sekil
2.4). Bu olay terminal hidroksil grubun hemiasetal yapi ile sonuglanan aldehit

olusturmak i¢in oksidasyonu ile ger¢eklesmektedir (Desphande, 2002).
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Aflatoksinler, 6zellikle Aspergillus flavus ve A. parasiticus tiirlerine ait olan, belirli
kif tiirleri tarafindan iiretilen toksik ve kanserojen sekonder metabolitlerdir (EFSA,
2020). Aflatoksinlerle kontamine olmus cesitli {riinlerin tiiketilmesi nedeniyle,
ozellikle gelismekte olan tilkelerde, kiiresel insan niifusu sik sik bu toksinlere diisiik
seviyelerde kronik maruziyetle kars1 karsiyadir. Diinya genelinde tahmini olarak 4.5
milyar birey, basta aflatoksinle kontamine olmus gidalarin tiiketilmesi yoluyla bu
maruziyetten etkilenmektedir (Pickova ve ark., 2021). Su ana kadar 18'den fazla farkli
aflatoksin tiirii tanimlanmis olsa da, tarim iirlinlerini genellikle AFB1, AFB2, AFG1
ve AFQG2 tiirleri kontamine etmektedir (Benkerroum, 2020; Kabak, 2021). Ayrica,
eger yemler aflatoksinle kontamine ise, siit hayvanlart bu kontamine yemi alabilir ve
AFB1 ve AFB2, hidroksile formlar1i AFM1 ve AFM2'ye hayvanlar tarafindan
metabolize edilebilir, ki bu bilesikler de hayvanlarin siitlerinde tespit edilebilir

(Thurner ve Alatraktchi, 2023).

Yapilan arastirmalar, AF’ lerin toksik 6zelliklerinden dolay1 insanlarda ve hayvanlarda
mutajenik, immiinsiipressif, hepatokarsinojenik ve teratojenik etkilere neden
olabilecegini gostermektedir. Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC), AFB1'
Grup-1 Karsinojenler olarak siniflandirmistir (IARC 1993). Deneysel hayvan
caligmalar1 sonucunda, AFB1, G1 ve M1'in karsinojenik etkileri i¢in yeterli kanit
saglanmig, AFB2 i¢in sinirl kanit bulunmus ve AFG?2 i¢in yetersiz kanit bulunmustur
(IARC, 2012). AFB'in tarim iriinlerinde en yaygin olarak karsilasilan aflatoksin tiirii
oldugu, diger g tiiriin (AFB2, AFG1 ve AFG2) genellikle AFB1'in varlig1 olmadan

gbzlemlenmedigi tahmin edilmektedir (Knutsen ve ark., 2018).

2.1.1. AF’ler i¢in mevcut yasal diizenlemeler ve findik piiresinde mevcut durum

Bugiine kadar, aflatoksinle kontamine gidalarin detoksifikasyonu i¢in ¢ok basarili
yontemler bulunamamis olmasi, tarimsal {iriinlerin ithalat ve ihracatinda aflatoksinle
kontamine bir¢ok iirliniin tespit edilmesi, hem insan tiiketimi i¢in sunulan gidalarin
hem de yemlerin mikotoksinlere kars1 kontrol edilmesini zorunlu hale getirmistir (Sen,
2017).

19



Findikla ilgili olarak iilkemizde rapor edilen ilk mikotoksin sorunu, 1967 yilinda,
Kanada'ya gonderilen 10 ton i¢ findikta aflatoksin tespit edilmesi sonucunda geri
cevrilmesiyle baslamistir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Birlesmis Milletler Gida
ve Tarim Orgiitii (FAO), 1960'larn sonlarinda ilk kez 30 pg/kg'dan daha fazla
aflatoksin igeren gidalarin ithal edilmemesi kararini almiglardir (Hacibekiroglu, 2013).
Bu aflatoksin limit degerleri zamanla distiriilmiistiir. Bu kararlara uygun olarak,
Avrupa iilkeleri bu iki kurumun belirledigi limitlerden daha diisiik sinirlar belirlemis,
UNICEF gibi kuruluslar da g¢ocuklarin tiiketimine sunulan gidalarda daha diisiik
degerlerin benimsenmesine katkida bulunmustur. Avrupa Birligi {ilkelerinde her gida
grubu i¢in belirlenen limitler farklidir ve bu sinirlar, 1881/2006 sayili Komisyon

Tiiziigii'nde belirtilmistir.

165/2010 say1l1 Avrupa Birligi Komisyon Tiiziigiinde ve son olarak da 925/2023 sayili
tiiziikkte, 1881/2006 sayili Komisyon Tiizliglinde yer alan AF limitlerinde degisiklik
yapilmis ve son halini almistir. Bu tiiziige gore, dogrudan insan tiikketimine
sunulmadan veya gida bileseni olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger bir
fiziksel isleme tabi tutulacak olan findiklar i¢in AFB1 ve toplam AF limitleri sirasiyla
8 ug/kg ve 15 ng/kg olarak belirlenmistir. Ayrica dogrudan insan tiikketimine sunulan
ve gida bileseni olarak kullanilan findiklar i¢in ise AFB1 ve toplam AF limitleri

strastyla 5 pg/kg ve 10 pg/kg olarak belirlenmistir.

2002 ile 2022 yillar1 arasindaki RASFF raporlar1 incelendiginde, sistemdeki toplam
159.555 bildiriden, 12.326'sinin (%7.7) mikotoksinlerle ilgili oldugu ve bunlarin da
830'unun (%6.7) Tirkiye menseli findik ve findik tiriinlerinde AF'lerin varlig ile ilgili
bildirimler oldugu belirlenmistir (EC, 2022). Ayrica, yapilan son bir ¢calisma, 2011 ile
2021 arasindaki RASFF bildirimlerine gore, yaklasik 3000 bildirimin "Findik, Findik
Uriinleri ve Tohumlar" hakkinda oldugunu ortaya koymustur. "Findik, Findik Uriinleri
ve Tohumlar" i¢in toplam bildirimlerin %10'u (n=311) findik ve findik iiriinleri ile
ilgiliyken, bunlardan 11'i findik piiresi/ezmesi ile ilgilidir (Owolabi ve ark., 2023).
RASFF sistemi tarafindan rapor edilen findik piiresi iirlinleri i¢in nispeten diisiik
insidansin temel nedenlerinden biri, yiiksek seviyede AF igeren findik piiresi

tiriinlerinin AF icermeyen firiinlerle karistirilmasi olabilir. Bu uygulama sonucunda,
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nihai lirlinlin AB mevzuati tarafindan belirlenen limit degerlerinden daha diisilk AF
seviyelerine sahip olmasi saglanmaktadir. Diger yandan, findik ezmesi, sekerleme
endiistrisinde popiiler bir malzeme olarak, sikca sahtecilige maruz kalmaktadir. Findik
plresinde tagsise yonelik olas1 yontemler arasinda nohut unu eklemek (Suman ve ark.,
2021), yer fistig1 eklemek (Europol, 2017) veya rafine/rafine edilmemis bitkisel
yaglarla seyreltmek (Bonvehi ve Coll, 2009) bulunmaktadir. Bu nedenle, 6zellikle
bitkisel yaglarin findik piiresinde tagsis amaciyla kullanilmasi, sadece iirlin tagsisi igin
degil, aym1 zamanda findik piiresindeki AF seviyelerini diisiirmek amaciyla da

kullanilabilmektedir.

Ayrica, literatiirde findik ezmesindeki AF'lerin varligtyla ilgili cok az sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Imperato ve ark., (2011) (n=5), Baltac1 ve ark., (2012) (n=619) ve Sen
ve Civil (2022) (n=202) AF'lerin insidansinin findik piiresi 6rneklerinde oldukca
yiiksek bir oldugunu rapor etmelerine ragmen, ¢ok az sayida ornegin belirlenen
maksimum yasal limitleri agtig1 bildirilmistir (%2'nin altinda). Bu calismalar (aym
zamanda RASFF raporlar1 da dahil olmak {izere), findik piiresi 6rnekleri i¢in daha
yuksek insidansin (ancak AF'lerin maksimum izin verilen limitlerinin altindaki daha
diisiik kontaminasyon seviyeleriyle) daha diisiik kaliteli findik kullanilmasindan veya
iriinlin AF seviyelerini AF igcermeyen {lriinlerle karistirarak veya baska bir katki

maddesi kullanarak diistirmeye dayali olabilecegini gostermektedir

2.8. AF’lerin Degradasyonu

Tarimsal gida tirlinlerinde AF kontaminasyonunun 6nlenmesi i¢in son birka¢ on yilda
hasat 6ncesi ve sonrasi yaklasimlar tartistimaktadir. Onleyici yaklasim, kiiflere
dayanikli dogru iiriin cesitlerinin se¢ilmesini, tarlanin iyi tarim uygulamalar1 gibi
metotlarla yonetilmesini, hasat sonrasi iglemlerin (ayiklama veya kurutma gibi)
yapilmasint ve uygun depolama kosullarinin saglanmasini igermektedir. Ancak bu
Oonleme yontemleri oldukca zorlu olup, bircok degiskeni bir araya getirmek
gerekmekte ve aflatoksin icermeyen iirlinler elde etmeyi garanti etmemektedir (Peng
ve ark., 2023). Bu durum, AF kontaminasyonunun yonetilmesinde hasat sonrasi

detoksifikasyon tekniklerinin dneminin altini ¢izmektedir.
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Mikotoksin dekontaminasyonuna yonelik geleneksel yontemler arasinda adsorpsiyon,
pisirme, kavurma, firinlama ve kizartma gibi fiziksel tekniklerin yami sira kimyasal
maddeler, amonyaklama ve ozonlamayi igeren kimyasal yaklasimlarin yani sira
fermantasyon, mikrobiyal metabolizasyon ve enzim bazli uygulamalar gibi biyolojik
yontemler yer alir (Pankaj ve ark., 2018). Ayrica yapilan son ¢alismalarda alternatif
yontemler olarak mikrodalga uygulamalari, 1s1nlama, darbeli 1518a maruz birakma,
vurgulu elektrik alan uygulamasi, ultrason uygulamalar1 ve soguk plazma teknolojisi

gibi bir¢ok yenilikg¢i yaklagim aragtirllmistir (Peng ve ark., 2023).

2.9. Ultrases Teknolojisi

Ultrases (US), son yillarda dikkat ¢eken, termal olmayan bir gida isleme teknigidir.
US terimi, insanlarin duyabileceginden daha yiiksek frekanslara sahip, genellikle 20
KHz ile 10 MHz arasindaki ses dalgalarini ifade etmektedir. Ses dalgalari, sikistirma
Ve genigleme arasinda ge¢is yaparken kavitasyon kabarciklar1 olusturabilir. Rektifiye
diflizyon gibi fizikokimyasal siiregler, enerji emilim sinirlamalar1 nedeniyle
mikrokabarciklarin kritik bir boyutta siddetli bir sekilde patlayana kadar hizla
biiyiimesine neden olur (Adebo ve ark., 2021).

Kavitasyon baloncuklar1 ¢oktiigiinde, gecici bir sicak nokta olusturur ve bu bdlgede
yuksek lokalize sicaklik ve basing ortaya ¢ikar. Bu olay, ¢evresel ortamdaki kimyasal
reaktiviteyi artirabilir ve tahmini sicakliklarin ve basinglarin 5000 K ve 5000 atm'ye
kadar ulastig1 gézlemlenebilir (Pingret ve ark., 2013; Hashemi Moosavi ve ark., 2021).
Bu kosullar, biiyilkk molekiilleri daha kiiciik bilesiklere parcalayabilen
mikrokabarciklarin ¢okmesi nedeniyle daha hizli kimyasal reaksiyonlara ve giiclii
kesme kuvvetlerine yol agabilir (Suslick ve ark., 2011; Pingret ve ark., 2013; Adebo
ve ark., 2021). Ekstrem kosullar iireten bdyle bir olay, ortamda bulunan kirletici
maddelerin bozunmasina neden olabilir. Ultrasonik (US) islemenin kullanimi, gida ve
kimya  endistrilerinde emiilsifikasyon, homojenlestirme, ekstraksiyon,

temizleme/sterilizasyon ve mikotoksinler gibi kirletici maddelerin bozunmasi1 gibi
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fiziksel ve kimyasal etkiler yaratan cesitli uygulama alanlarina sahiptir (Adebo ve ark.,

2021).

US ile isleme, mikotoksijenik funguslar1 kontrol etme ve mikotoksinleri pargcalama
potansiyeli gdsteren ¢evre dostu bir teknolojidir. Sulu ortamda ultrason uygulamasi
sirasinda sudaki kovalent baglarin kirildigi ve OH* radikallerinin olustugu tahmin
edilmektedir. Bundan sonra bu radikaller sulu ortamdaki AFB1, Deoksinivalenol,
Zearelenon ve Okratoksin A gibi Kirletici maddeleri okside etmektedir (Liu, ve ark.,
2019).

US kullanilarak mikotoksin dekontaminasyonuna iliskin 6nceki ¢alismalar,
mikotoksinin baglangi¢ konsantrasyonunun, kati-sivi oraninin, ultrasonik yogunlugun
ve uygulama siiresinin AF' lerin degradasyonu i¢in ¢ok énemli parametreler oldugunu

gostermistir (Liu ve ark., 2022).
2.10. Enzim Uygulamalari

Lakkazlar, peroksidazlar, rediiktazlar ve laktonazlar hem in vitro hem de gercek
numunelerde gida ve yem sistemlerinde mikotoksinlerin par¢alanmasi i¢in kullanildigi
en ¢ok rapor edilen enzimlerdir (Loi ve ark., 2017; Kumar ve ark., 2022; Yang ve ark.,
2022). Bu enzimler arasinda lakkaz, son birka¢ on yilda gida endiistrisindeki cesitli
uygulamalar i¢in en kapsamli sekilde g¢alisilan enzim olmustur. Bu uygulamalar
arasinda icecek isleme, sarap stabilizasyonu, bira stabilizasyonu, firinlamada hamur
kivaminin iyilestirilmesi ve seker pancar1 pektininin jellestirilmesi yer alir (Mayolo-
Deloisa ve ark., 2020). Ustelik birgok arastirmaci, bu enzimin kullanimimin, enzimin
kaynagi, pH, ortamin sicaklig1 ve uygulama siiresi gibi faktorlere bagh olarak AF’ leri
cesitli derecelerde pargalayabildigini 6ne siirmiistiir (Loi ve ark., 2017; Roychoudhury
ve ark., 2022; Song ve ark., 2021; Yang ve ark., 2022). Enzimatik yolla AF
degradasyonu islemlerinin ¢ogu, biyoteknolojik uygulamalar disinda bu enzimleri in
vitro olarak AF toksisitesini ortadan kaldirdigi belirlenmis olsa da bunlarin endiistriyel
tiretimlerinin yapilip gercek gida sistemlerinde kullanimi yakin gelecekte miimkiin

goriinmemektedir (Zaccaria ve ark., 2023).
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Findik ezmesi baglaminda bu enzimlerin proseste kullanilmasi baz1 riskleri
beraberinde getirebilir. a-dikarbonil bilesikleri ile amino asitler arasindaki etkilesimin
Maillard reaksiyonunda ¢ok onemli bir rol oynadigi ve Strecker bozunmasi yoluyla
hem aroma hem de renk gelisimine katkida bulundugu bilinmektedir (Yaylayan 2003).
a-Dikarbonil bilesikleri, polimerizasyon reaksiyonlarinin baslatilmasinda 6nemlidir
ve karbonhidrat bazli melanoidinlerin olusmasinda gorev alir. Findigin kavrulmasi
sirasinda a-Dikarbonil bilesiklerinin ve amino asitlerin aroma ve renk gelisimindeki
rolii daha 6nce yapilan bir ¢alismada ortaya konmustur (Gonciioglu Tas ve Gokmen,
2017). AF’lerin parcalanmasi i¢in Onerilen ¢ogu enzim tipinin (6rnegin, lakkazlar
(Kumar ve Chandra, 2018), peroksidazlar (Thipraksa ve Chaijak, 2023) ve rediiktazlar
(Zhang ve ark., 2019) ayni zamanda Maillard reaksiyon {irlinlerini parcalama
yetenegine sahip oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla, findik piiresinin ana kalite
parametrelerinin aroma ve renk oldugu diisiintildiigiinde, bu enzimlerin kullanimi1
tiriinde kacinilmaz bir kalite kaybina neden olabilir. Ticari olarak temin edilebilen
herhangi bir AF degradasyon enziminin yoklugunda, belirli ticari amilaz enzimlerinin
atik bugday ekmegindeki AF'leri ayristirmadaki etkinligi literatiirde daha once test
edilmistir (Torabi ve ark., 2021).

US uygulamasimin gesitli gida kategorilerinde mikotoksin degradasyonu tizerindeki
etkisini arastirmak zorlu bir istir. Olumlu sonuclar elde etmek ve ¢aligma bulgularinin
sektorde basarili bir sekilde uygulanabilmesi i¢in her {irlin i¢in optimum

parametrelerin belirlenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Yanit yilizeyi metodolojisi (RSM), karmasik siire¢leri modellemek ve optimize etmek
icin kullanilan yararli bir istatistiksel tekniktir. RSM genellikle miihendislik, kimya ve
biyoloji gibi ¢esitli alanlarda, bir prosesin istenen ¢iktiy1 elde etmesi i¢in en uygun
kosullar belirlemek amaciyla kullanilir. Bir RSM araci1 olan Box-Behnken tasarimi
(BBD), deneysel denemeleri optimize etmek igin siklikla kullanilir. Box-Behnken
tasarimi, deneylerdeki fiziksel sinirlamalar nedeniyle test edilmesi pratik olmayan
kiibik bolgedeki u¢ noktalar1 hari¢ tutar. Box-Behnken tasarimi (BBD), farmasdétik,
biyoproses, gida miithendisligi ve tarim kimyasallar1 gibi endiistrilerde insan tiiketimi

icin farkli kaynaklardan biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonunda yaygin olarak
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kullanilmaktadir. Bu bilesikler polisakkaritleri, fenolik bilesikleri ve proteinleri igerir

(Ahmad ve ark., 2020).
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BOLUM3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu aragtirmada dogal kontamine findik piiresi numuneleri (yaklasik 5 ng/kg, 12.5
ng/kg ve 20 pg/kg toplam AF iceren) Yavuz Gida, Giresun, Tiirkiye'den temin
edilmistir. Numuneler sirasiyla 6.93 ug/kg, 12.85 pg/kg ve 20.82 ng/kg toplam AF
icermektedir. Tablo 3.1'de her seviyeye ait Orneklerin AF konsantrasyonlari
gosterilmektedir. Her numuneye ait parti yaklasik 5 kg agirliginda olup ve kullanimdan
once homojen bir numune saglamak i¢in bir Waring blender ile 2 dakika

karistirilmastir.

Tablo 3.1. Her seviyeye ait 6rneklerin baglangic AF konsantrasyonlari

Orneklerin baslangic toplam (AFT) 6.93 12.85 20.82
konsantrasyonlar (ug/kg),
AFG2 (ng/kg) 0.43 0.802 1.05
AFGI (ng/kg) 2.89 4.654 7.11
AFB2 (pg/kg) 0.38 0.968 1.32
AFBI (ug/kg) 3.23 6.43 11.34
3.2. Yontem

3.2.1. Deneysel tasarim

Findik piiresinin kalite parametrelerindeki degisiklikleri degerlendirirken AF'lerdeki
maksimum bozulma yiizdesini optimize etmek ve degerlendirmek i¢in RSM
kullanilmistir. Dort bagimsiz degiskenin etkileri [US giicii 30-80 W, 20 kHz (0.46-
0.91 W.cm-3), enzim uygulamas: [(50-250 uL.50g-1); g ornek basina 0.5-2.5U
enzim], uygulama siiresi (10-30 dakika) ve baglangictaki toplam AF konsantrasyonlari

(5-20 pg. kg-1)] yanitlar tizerinde arastirtlmis ve findik piiresinde goreceli kalite
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kaybiyla birlikte AF'lerin degradasyon yiizdesini (0zellikle toplam AF'lerde ve
AFBl'de) maksimum seviyede gozlemek igin RSM'nin Box-Behnken deneysel
tasarimi1 kullanilmistir. AF'lerin degradasyon orami (%), aroma degisimi, peroksit
degeri degisimi, toplam renk farki ve sicaklik degisimi tizerindeki etkileri belirlemek
icin kullanilan dort faktoriin ve ii¢ seviyenin deney tasarimi Tablo 3.2'de, Box-

Behnken deneme plani ise Tablo 3.3 de gosterilmistir

Tablo 3.2. Box-Behnken (BBD) deneysel tasarim parametreleri

Seviyeler
Bagimsiz Degiskenler (-1) (0) +D
US Giicii (W), A 30 55 80
(Gii¢ Yogunlugu, W cm?®) (0.46 W cm™) (0.67 W cm™) (0.91 W cm™)
Enzim uygulamasi (uL/50g), B 50 150 250
(U /g drnek) (0.5) (1.5) (2.5)
Uygulama siiresi (min), C 10 20 30

Bagimli Degiskenler

AFT degradasyon yiizdesi (AFT%), R,
AFG?2 degradasyon yiizdesi (AFG2%), R
AFG1 degradasyon yiizdesi (AFG1%), R3
AFB2 degradasyon yiizdesi (AFB2%,), R4
AFBI degradasyon yiizdesi (AFB1%), Rs
Aroma indeksi degisimi% (441%), Rs
Peroksit sayist degisimi, (APV) R;
Browning index degisimi (4BI), R8
Stcaklik degisimi (AT), R9

3.3.  AF Degradasyon Kosullarinin Saptanmasi
Tek tek faktorlerin ve etkilesimlerinin yanitlar iizerindeki etkisini gostermek igin

secilen en uygun model, full quadratik polinom (Denklem 1) modelidir (Tan ve ark.,
2012; Cheng ve ark., 2016).
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Tablo 3.3. Box-Behnken deneme plani

Run US Giicii (W) Enzim miktar1 US siiresi Baglangigl AFT
(uL 50g™) (dk) konsantrasyonu
(ngkeg)

1 55 250 20 5

2 30 150 30 12.5

3 55 150 10 20

4 55 250 30 12.5

5 55 50 20 5

6 55 150 20 12.5

7 80 150 10 12.5

8 55 150 10 5

9 55 150 20 12.5
10 55 50 10 12.5
11 55 250 20 20

12 30 150 20 20

13 30 150 20 5

14 80 150 30 12.5
15 80 250 20 12.5
16 80 50 20 12.5
17 55 150 30 20

18 55 50 20 20

19 80 150 20 20
20 55 150 20 12.5
21 30 250 20 12.5
22 30 50 20 12.5
23 55 250 10 12.5
24 55 150 20 12.5
25 55 150 30 5

26 55 150 20 12.5
27 30 150 10 12.5
28 55 50 30 12.5
29 80 150 20 5

Y:Bo+ Zg(:l Bixi+ Zli(:l Biixi+ Zg(:l Jl'(:iﬂ Binin+8 (3.1)

Bo, Bi, Bii ve Bij sirastyla kesim noktasi ve model katsayilarini, x; ve x;x; degiskenleri

ve ¢ ise hata terimini temsil etmektedir. Tasarim, Design Expert® Software 11.0 (Stat-
Ease, Minneapolis, USA) yazilimi kullanilarak olusturulmustur. Tasarim, her biri
yiiksek, merkezi ve diisiik seviyelerdeki faktorlere atanmig alt1 seviyenin yani sira 11
merkez noktasi replikasyonunu igeren 29 set test kosulu igermektedir (Tablo 3.3).
Deneyler onyargiy1 azaltmak icin rastgele yapilmis ve her faktoriin 6nemli etkilerine
yonelik yanitlar1 analiz etmek i¢in tutarli bir yazilim kullanilmistir. Yanit ile faktorler
arasindaki iligkiyi temsil eden bir model gelistirmek i¢in katsayilar kullanilmistir.

Modelin 6nemi varyans analizi (ANOVA) kullanilarak degerlendirilmis, isleme
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kosullari, grafiksel ve sayisal analizler kullanilarak modelin istenilirlik fonksiyonuna

gore optimize edilmistir.

3.3.1. Orneklerin US uygulamasina hazirlanmasi

Sonikasyon denemeleri i¢in 3 mm problu (MS73) 100 W'lik bir ultrasonik islemci
(Bandelin 4050 HD, Bandelin Electronic GmbH, Berlin, Almanya) kullanilmistir. Her
ormek i¢in 20 kHz sabit frekans uygulanmis,giic yogunlugunun etkisini
degerlendirmek i¢in enerji girisi degistirilmis ve elde edilen gii¢ yogunlugu degerleri,
findik piiresi 6rneklerinin ortalama gii¢ yogunluguna doniistiiriilmistiir. (W/cm?). Tiim

islemler US cihazinda siirekli modda gerceklestirilmistir.

Findik piiresi numunelerinin gii¢ yogunlugunu belirlemek amaciyla (W cm-3)

asagidaki formiil (Denklem 3.2) kullanilmistir

P CAT

v (3.2)

Where;
P/V  Gii¢ yogunlugu (W cm™)

C Findik piiresinin 6zgiil 1s1 kapasitesikgLK (2090 kgLK ) (ASHRAE, 2006)

AT  Sicaklik 6l¢timleri arasindaki fark (K)

AT degerleri, cesitli ultrasonik (US) gii¢ seviyelerinde gergeklestirilen deneysel
caligmalarda gozlemlenen sicaklik farklarinin ortalamasi alinarak belirlenmistir.
Ardindan, ii¢ farkl gii¢ seviyesinde (sirastyla 30 W (0.46 W c¢cm-3), 55 W (0.67 W cm-
3) ve 80 W (0.91 W cm-3) gii¢ yogunlugu degerleri hesaplanmis ve Tablo 3.2° de

gosterilmistir.

Findik piireleri 200 g olacak sekilde erlenmayer igerisine tartilmig ve daha sonra
tasarimda belirtilen miktarda enzim ilave edilmistir (Tripathi ve Mishra, 2011).
Numuneler ¢alkalayicili su banyosu vasitasiyla 50 °C’de 200 rpm’de 3 saat

karigtirilmistir. Daha sonra her numune US cihazina aktarilmis ve deneysel tasarima
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gore her bir 6rnege, degisen siirelerde ve cesitli giic seviyelerinde 20 kHz'de US

uygulanmistir.
3.3.2. AF’lerin ekstraksiyonu ve tespiti

Findik piiresi numuneleri i¢in Onerilen ekstraksiyon prosediirii Senyuva ve Gilbert
(2005) tarafindan oOnerilen metotta kiiciik modifikasyonlar ile asagidaki sekilde
uygulanmistir; 50 g findik piiresi numunesi ilk 6nce 4 g NaCl igeren 100 mLultra saf
su ile bir Waring blender kullanilarak 1 dakika karistirilmis, 150 mL metanol ilave
edilerek 2 dakika boyunca karistirmaya devam edilmistir. Elde edilen karisim daha
sonra Whatman No.4 filtre kagidi1 kullanilarak siizlilmiis ve siiziintii bir erlenmayere
toplanmistir. Immiinoafinite kolonunu (IAK) saflastirma asamasina hazirlanmak icin,
5 mL berrak filtrat, 7.3 pH degerinde 15 mL PBS ¢ozeltisi ile seyreltilmistir. [AK'lar,
iclerinden 2-3 mL dk* akis hizinda 10 mL PBS gegirilerek kosullandirilmistir. Daha
sonra seyreltilmis ekstraktin 20 mL'si tamamen yergekimi ile 2-3 mL dk akis hizinda
[AK'lardan gecirilmistir. IAK’ lar 20 mL ultra saf su ile yikanmis ve daha sonra
kolonlardan hava gegirilerek kurumasi saglanmigtir. Daha sonra IAK’ larda tutunan
AF’ ler 1000 pLL methanol ile elue edildikten sonra, I[AK’dan 1000 pL ultra saf su
gecirilerek eluatlar vialde toplanmistir. Elde edilen ve vialde topanan eluat HPLC’ de

analiz edilinceye kadar 4 <C’ de buzdolabi kosullarinda muhafaza edilmistir.

Orneklerin analizinde kullanilan HPLC sartlar1 Tablo 3.4° de ifade edilmistir.

Tablo 3.4. AF analizi i¢in kullanilan HPLC sartlari

Eliisyon Isokratik

Mobil faz MeOH: H,O (40:60 v/v) + 120 mg KBr /L ¢6zelti + 350 pL of konsantre
HNO3/L ¢ozelti (+M)

Kolon C18 Column 3 um particle size, LxID: 15 x 4.6 mm with C18 guard
column

Akis Hizi 1 mL/min

Kolon Firm Sicakhg 40 °C

Dedektor Floresans Dedektor: Excitation (Ex) 360 nm ve Emission (Em) 430 nm.

Enjeksiyon Hacmi 100 pL

Yontem dogrulamasi i¢in dogrusallik, tespit sinir1 (LOD), tayin siir1 (LOQ), geri

kazanim ve kesinlik dahil olmak iizere ¢esitli analitik parametreler belirlenmistir. Geri
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kazanim sonuglari, giin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik sonuglarini belirlemek i¢in

kullanilmistir.

Orneklerin geri kazanimi asagidaki formiile gore hesaplanmustir

. measured quantityolgiilen miktar
Geri kazanim (%)= T

x100 (3.3)

zenginlestirme (spike)miktari

US islemi sonunda AF’lerin degradasyon yiizdeleri ise asagidaki formiil ile

hesaplanmustir.

Degradasyon (%)= C‘C—Cf %100 (3.4)

i

Ci : Baslangic AF konsantrasyonu (AFT, AFB1,AFB2,AFGI1 ve AFG2 i¢in ayr1 ayri

hesaplanmistir)
Ct: US islemi sonrasi son AF konsantrasyonunu ifade eder.

3.4. Findik Piiresi Orneklerinin Kalite Karakteristiklerinin Belirlenmesi
3.4.1. Peroksit degeri

Peroksit degeri (PV), hidroperoksitlerin olusumunu 6lgen findik piiresinin oksidasyon
diizeyinin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan objektif bir yontemdir.
Orneklerin peroksit degeri, iyot ve sodyum tiyosiilfatin kolorimetrik reaksiyonuna
dayanan yonteme gore belirlenmistir (Spigno ve ark., 2013). 50 g findik piiresi
ornegine 100 mL dietil eter ilave edilerek doner calkalayicida (Nuve ST30, Tiirkiye)
10 dakika karistirilmis sonra karisim 4000 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir (Nuve
NF800R, Tiirkiye). Dietil eter vakum altinda ¢ikarilmig (Biichi R300, Almanya), 1 g
ekstrakte edilen yag, 250 mL'lik bir siseye tartilmis ve 30 mL'lik bir asetik
asit/kloroform (3/2, v/v) ve 0.5 mL doymus potasyum iyodiir karisimi ilave edilmistir.
Numune 1 dakika karanlikta tutulmustur. Daha sonra numune 30 mL su ile seyreltilmis

ve indikator olarak 2-3 damla % 0.5’lik nisasta ¢Ozeltisi ilave edilmistir. Numune 0,01
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N Sodyum tiyosiilfat ile titre edilmis ve peroksit degeri, aktif oksijenin miliesdegeri

kg olarak ifade edilmistir.
3.4.2. Renk degisimi

Orneklerin renk dl¢iimleri, HunterLAB Miniscan (EZ-4500L, Hunter Associates Lab.
Inc., Reston, VA, ABD) cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Cihaz, her 6l¢iimden
once X = 79.90, Y = 84.98, Z = 90.90 renk koordinatlarina sahip siyah ve beyaz
standart plakalar kullanilarak standardize edilmistir. Orneklerin renk degerleri, L
(koyuluk/aciklik), a (kirmizilik/yesillik) ve b (sarilik/mavilik) degerleri belirlenerek
ifade edilmis, her bir 6rnekten 5 Ol¢iim alinarak bunlarin ortalamasi alinmistir. Findik
piiresi Ornekleri, optik olarak seffaf 64 mm yiiksekligindeki kristal 6rnek kabina 25
mm isaretine kadar doldurulmustur. Potansiyel 151k miidahalelerini ortadan kaldirmak
i¢in Ol¢limler, 6rnek kabinin siyah muhafazasi ayni kosullar altinda kullanilarak tutarli

bir sekilde gerceklestirilmistir.

Findik piiresi 6rneklerindeki renk degisimi, toplam renk degisimi (AE) (Saklar ve ark.,
2003) ve esmerlesme indeksindeki (Browning Index) (Ng ve ark., 2014) toplam
degisim (ABI) olarak hesaplanmustir.

AE=y AL*+Aa2+Ab* (3.5)

100 (x-0.31)
Bl= 0.17 (3.6)

Bu denklemde;
a+1.75L

X:—

5.64L+a-3.012b

ABI= BI-BI, (3.7)
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Burada, ABI US islemi sonrasi, baslangi¢ degerine gore esmerlesme indeksindeki
degisimi ifade etmektedir. Blf, US islemi sonras1 esmerlesme indeksini, BI; ise

ornekleri baglangi¢ esmerlesme indeksini ifade etmektedir.

3.4.3. Aroma indeksi

Findik piirelerinin aroma indeksi Brito ve Narain (2003) tarafindan 6nerilen metoda
gore belirlenmistir. 120 g findik ezmesi numunesi 200 mL distile su ile Waring blender
kullanilarak 1 dakika karigtirilmistir. Bunu takiben karisimdan 90 grami tartilmis ve
bir distilasyon tiipline aktarilmistir. Alkali damitma, %25 NaOH c¢ozeltisi igeren
distilasyon {iinitesi (Biichi KjelfexK-360, Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Distilatin absorbansi spektrofotometre (Shimadzu UV-1800, Japonya) kullanilarak
279 nm'de Slgiilmiistiir. Spektrofotometre kullanilmadan 6nce damitik su ile kalibre
edilmistir. Absorbans sonuglari 100 ile carpilarak aroma indeksi olarak ifade

edilmistir.

Numunelerdeki aroma indeksi degisiklikleri Denklem 8 kullanilarak hesaplanmis ve

ve %Al olarak ifade edilmistir.

AlF-AL

AAT%= x100 (3.8)

1

Burada, Al¢, US islemi sonrasi aroma indeksini, Al; ise baslangigtaki aroma indeksini

ifade etmektedir.
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. AF Tespit Metodunun Validasyonu

Calismada lineerlik, tayin limiti (LOD), 6lgiim limiti (LOQ), tekrarlanabilirlik ve
tekrar tretilebilirlik gibi HPLC performans parametreleri saptanmigtir (Tablo 4.1).
Metodun lineerligi 6 noktali kalibrasyon egrisi ¢izilerek saptanmistir. Her bir analit
icin 0.5 ila 2 pg L-1 konsantrasyon araliginda R2 degerleri 0.999 iizerinde
gerceklesmistir. Tayin limiti sinyal giiriiltii oraninin S/N=3/1 olmasinda dayanilarak,
Olgim limiti ise sinyal giriiltli oranmnin S/N=10/1 olmasmna dayanilarak
hesaplanmistir. Hesaplanan LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0.06-0.09 pg kg-1 ve
0.17-0.26 ng kg-1 arasinda olup, bu degerler findik piiresinde AF’lerin tespitinde bu
metodun kullanilabilmesi i¢in yeterlidir. Metot kesinligini belirlemek iizere bagil
standart sapma ylizdeleri tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik cinsinden, bir
standart konsantrasyonunda ayni1 giin li¢ replikasyon ve {i¢ ayr1 giinde {icer replikasyon
olarak hesaplanmistir. Analizler sonuclarina gore, spike seviyesine bagl olarak AF
tiirleri i¢in ortalama geri kazanma oranlar1 %84.1 ila %101.5 arasinda degismektedir.
Avrupa Birligi 401/2006 Sayilt Komisyon Tiizligli'nde belirtilen standartlara gére bu
sonuclar tatmin edici goriinmektedir (EC, 2006). Kesinlik veya tekrarlanabilirlik
(RSD) AF tiirleri icin %2.2 ila %7.8 ve AFT igin %2.6 ila %6.6 arasindadir. Ote
yandan, tiim giinler arasi tekrarlanabilirlikler (%RSDR, n = 9) %13.2'den kiiciik olup
ve 401/2006 Sayili Komisyon Yonetmeliginin gerekliliklerini karsilamaktadir.
Dolayisiyla findik piirelerinde AF’ lerin tespitine yonelik kullanilan metod oldukga
yeterlidir.
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Tablo 4.1. Farkli fortifikasyon seviyelerine sahip findik piiresi numunelerinde AFB1, AFB2, AFGI,
AFG2 ve AFT'nin yontem dogrusallik verileri ve validasyon sonuglari

Ana  Aralik Linearity R*>  Fortifik LOD LOQ  Ortala RSD;
lit  (ugL (y=ax+b) asyon  (ugkg  (ngkg  ma %  RSDg
), diizeyi n N geri %
(ng kg kazani
D) m
(%)
AF 0125  y=61044.99x- 0999 6% 1015 57 75
Bl 20 455051 . 125 009 026 885 22 5.1
' ' 2.5 866 377 16
AF 0125 y=1072083x- 0999 0623 976 65 104
B2 20 11.60199 . 125 005 017 8.7 15 36
' : 2.5 8.7 38 16
AF 0125 y=6586147x+ 0999 0623 1005 78 132
' : 2.5 859 38 5.
AF  0.125-  y=87909.54x- 0999 062 972 72 107
G 20 16,005 o 125 006 020 871 31 38
' ' 2.5 84.1 3.9 5.2
1 98 2.6 7.4
2.5 992 66 107
A 5 89.0 3.2 3.8
10 85.5 3.5 5.2

4.2. Yamt Yiizey Regresyon Analizi

Tablo 4.2, li¢ seviyede dort faktdr kombinasyonu i¢in elde edilen tasarim matrisini ve
yanit degerlerini gostermektedir. Yanitlarin analizi, dort faktériin @ 6nemini
degerlendirmek i¢in birimler kodlanmis sekilde verilmistir. Katsayilar 0'dan 6nemli
Olciide saptiginda ve p degeri 0.05'ten kii¢iik oldugunda, bir faktoriin anlamli oldugu
ve yanitt etkiledigi kabul edilir (Borges ve ark., 2009; Tan ve ark., 2012). Tablo 4.3.

her bir yanit i¢in BBD sonucu elde edilen katsayilar1 ve p-degerlerini igermektedir.

4.2.1. AF’lerin degradasyonu

Tablo 4.3'te gosterildigi gibi, toplam AF degradasyon yiizdesi (%AFT), p <0.0001 ve
0.022 (p<0,05) degerleriyle en ¢ok US giic yogunlugundan ve US uygulama
stiresinden etkilenmigstir. US gii¢ seviyesi, enzim uygulamasi ve US uygulama stiresi
AFG2 (AFG2%) ve AFG1 (AFG1%) degradasyon ylizdelerini anlamli bir sekilde
etkilerken (p<0.05), AFB2 degradasyon yiizdesi (AFB2%) en fazla US gii¢ yogunlugu
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ve enzim uygulamasi isleminden etkilenmistir (p<0.05). Diger yandan, AFT%'ye
benzer bir sekilde, AFB1 degradasyon yiizdesi (AFB1%) US gii¢ yogunlugu ve US
uygulama siiresinden anlamli bir sekilde etkilenmistir. AFT%, AFG2%, AFG1%,
AFB2% ve AFB1% icin denklem modelleri asagidaki gibi uyarlanmaistir:

AFT%=38.6+7.88A+1.88C-4.33AD-4.18CD+4.72A%-2.25D%*+3.69B>D-7.26 A’B2-6.29A>C>
4.1)

AFG2% = 38.45 + 6.994 + 8.32B + 8.34C — 3.96AD — 3.29CD + 3.184% — 2.81B% +
2.89C? —10.2D? — 7.78A%B — 7.24A%C — 8.49B?C — 5.67BC? — 7.42A%C* (4.2)

AFG1% = 38.40 + 8.074A + 2.71B 4+ 5.67C — 0.1048D — 1.92AB — 2.97AC — 1.62AD —
0.7277BC — 5.41CD + 7.734% — 0.4969B2 + 2.17C?% — 4.91D? — 4.23A%B — 8.294%C —
5.0442D — 2.094B% — 4.19AC? — 6.19B*C — 10.054?B% — 14.77A%C? (4.3)

AFB2% = 37.25 + 11.30A + 2.48B — 2.92C + 3.22AB + 3.93AC — 7.884D + 4.97CD +
4.48A% — 6.03D% + 7.35A%C — 8.05A4%D + 4.35B*C (4.4)

AFB1% = 38.54 + 11.484 + 0.5017B + 2.11C + 1.98D — 0.6413A4B + 1.44AC —
6.32AD + 0.3189BD — 4.10CD — 1.49B% — 0.014C? + 2.07D?% — 4.27AB? — 3.04AC? +
3.71B2D 4.5)
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Tablo 4.2. BBD tasarimi ve tasarim sonucu elde edilen yanitlar

Run US Giici  Enzim (uL  US Baglangic AF AFT% AFG2%  AFG1% AFB2% AFB1%  AAl APV AE ABI AT
W) 50g™) siiresi konsantrasyonu R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 R8 R9 R10
(dk) (ng kg
1 55 250 20 5 32,9 32,6 32,9 31,6 33,1 4,1 0,2 1,9 -32.3 82,4
2 30 150 30 12,5 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0 5,9 0,1 3,1 -75,9 81,2
3 55 150 10 20 38,0 27,3 33,7 25,9 43,1 6,2 0,1 6,7 -67,5 43,5
4 55 250 30 12,5 42,0 42,0 42,0 42,0 42,0 8,8 0,2 7,1 -153,9 83,9
5 55 50 20 5 30,2 18,6 30,1 26,3 32,2 3,9 0,0 3,5 -57,2 76,0
6 55 150 20 12,5 41,0 41,0 41,0 41,0 41,0 4,4 0,1 2,9 -88,1 74,1
7 80 150 10 12,5 43,0 43,0 43,0 43,0 43,0 5,5 0,1 0,2 14,0 78,7
8 55 150 10 5 29,0 16,3 26,3 42,1 31,6 2,9 0,2 2,8 -45,7 44,5
9 55 150 20 12,5 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 6,2 0,0 2,4 -88,2 75,2
10 55 50 10 12,5 36,9 37,0 36,7 37,0 37,0 2,8 0,1 1,5 -0,7 44,6
11 55 250 20 20 41,2 35,3 37,6 32,0 45,1 9,0 0,3 7,4 -101,0 73,9
12 30 150 20 20 34,5 31,6 29,6 26,0 38,9 7,1 0,2 6,0 -94.4 41,3
13 30 150 20 5 28,3 23,3 36,7 26,3 21,7 3,5 0,2 2,6 -43.8 43,1
14 80 150 30 12,5 46,1 46,4 38,1 59,7 49,8 10,0 0,1 3,8 99,8 109,1
15 80 250 20 12,5 40,1 46,4 30,8 58,7 432 5,6 0,2 1,5 -17,6 91,9
16 80 50 20 12,5 45,0 45,0 45,0 45,0 45,0 5,9 0,0 34 -78.9 80,6
17 55 150 30 20 37,6 374 34,2 30,0 40,7 10,4 0,1 11,2 -122,5 97,1
18 55 50 20 20 36,6 16,0 31,4 26,3 42,9 6,9 0,0 8,0 -109,7 65,3
19 80 150 20 20 452 344 425 33,9 49,2 7,8 0,1 7,5 -109,4 85,5
20 55 150 20 12,5 36,0 36,0 36,0 36,0 36,0 3,9 0,1 0,4 22,1 65,6
21 30 250 20 12,5 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0 2,7 0,2 0,9 -11,6 42,1
22 30 50 20 12,5 29,2 29,2 29,2 29,2 29,2 4,3 0,0 2,7 8,2 41,6
23 55 250 10 12,5 39,5 42,7 44,5 36,4 36,0 2,3 0,2 1,1 -10,8 37,1
24 55 150 20 12,5 36,0 36,2 36,0 36,0 36,0 6,8 0,2 5,8 -143,2 74,3
25 55 150 30 5 453 39,5 48,4 26,3 455 7,3 0,1 1,8 -41,5 93,8
26 55 150 20 12,5 39,0 39,0 39,0 39,0 39,0 8,8 0,1 0,4 -36,0 76,1
27 30 150 10 12,5 29,1 29,0 29,3 29,0 29,0 1,5 0,2 0,3 -14,26 37,1
28 55 50 30 12,5 37,1 37,1 37,1 37,1 37,1 7.3 0,0 1,1 -30,29 81,9
29 80 150 20 5 56,3 41,9 56,1 65,8 57,3 6,3 0,1 1,7 -40,90 102,4
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Tablo 4.3. Yanitlardan elde edilen regresyon katsayilari ve p degerleri

R1 (AFT%) R2 (AFG2%) R3 (AFG1%) R4 (AFB2%) R5 (AFB1%) R6 (AI%) R7 (APV) R8 (AE") R9 (ABFY) RI0O(AT)
Term C p C p C p C p C p C p C p C p C p C p
Constant | 38,598 38,449 38,4 37,251 38,545 6,116 0,121 607,039 8,726 69,790
A 7,878 | <0,0001 6,995 | <0,0001 | 8,068 0,0004 | 11,301 | <0,0001 | 11,480 | <0,0001 | 1,340 0,0007 | -0,025 0,077 21,82 | <0,0001
B 8,322 | <0,0001 2,707 0,0208 2,478 0,011 0,502 0,399* | 0,1089 | 0,7519* | 0,100 | <0,0001 | -0,247 0,973
C 1,880 0,022 8,338 | <0,0001 | 5,666 0,0032 | -2,925 0,069* 2,115 0,003 2,3747 | <0,0001 | -0,025 0,077 23,514 0,004 21,792 | <0,0001
D -0,1048 0,912 1,979 0,015 1,6146 | <0,0001 | 0,000 1,000* 49,596 | <0,0001 | -1,648 | 0,012
AB -1,921 0,18 3,219 0,048 -0,641 0,531* 0,341 0,593*
AC -2,975 0,054 3,928 0,019 1,442 0,171* 0,020 0,975%*
AD -4,332 0,004 -3,961 0,007 -1,162 0,250 -7,880 | <0,0001 | -6,322 | <0,0001
BC -0,728 0,59 29,341 0,029 -2,613 | 0,020
BD 0,319 0,754*
CD -4,176 0,005 -3,290 0,020 -5,406 0,004 4,970 0,004 -4,100 0,001 26,191 0,049
A? 4,724 0,008 3,176 0,021 7,730 0,004 4,479 0,001 2,116 | 0,013
B? -2,806 0,018 -0,497 0,704 -1,486 0,075 -0,843 0,067*
C? 2,887 0,033 2,170 0,128 -0,014 0,985%* 0,066 0,891°%*
D? 2,245 0,093* | -10,019 | <0,0001 | -4,912 0,006 -6,035 | <0,0001 | 2,066 0,019 51,049 | <0,0001
A’B -1,776 0,001 -4,227 0,032
AC -7,242 0,001 -8,287 0,003 7,352 0,003
A’D -5,044 0,015 -8,045 | <0,0001
AB? -2,089 0,290 -4,222 0,010
AC? -4,189 0,06 -3,039 0,050 2,059* | 0,061*
BC -8,492 0,000 -6,189 0,01 4,347 0,057 -3,243 | 0,005
B?D 3,691 0,011 3,714 0,009
BC? -5,668 0,007 -2,820 | 0,013
A’B? -7,264 0,004 -10,054 0,006
A2 -6,291 0,011 -7,416 0,004 -14,775 | <0,0001
R? 0,8917 0,9561 0,9632 0,9524 0,9674 0,8000 0,7197 0,8138 0,6566 0,8854
JR%g 0,8404 0,9121 0,8530 0,9167 0,9298 0,7206 0,6729 0,7630 0,5630 0,8766

P degerleri istatistiksel olarak farkli anlaml etkileri belirtir. Kalin yazi tipindeki p degerleri p<0,05'i, normal yazi tipindeki p degerleri 0,05< p< 0,1'deki anlamlilig1 ve “*” olan p degerleri p>0,1'deki anlamlilig:

temsil etmektedir.

AE?: Katsayilar ve p degerleri tepki degeri doniisiimlerinden sonra elde edilmistir.

ABI¥: Cevap degeri doniisiimleri sonrasinda katsayilar ve p degerleri elde edilmistir.
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AF'lerin degradasyon diizeyleri acisindan bagimsiz degiskenlerden bazilarinin
etkilerinin istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlemlenmistir. AFT% i¢in, 2 lineer
katsay1 (A ve C), 1 quadratik (A2) ve 5 interaktif/interaktif quadratik (AD, CD, B2D,
A2B2, A2C2) katsayilar1 anlamli bulunmustur(p<0.05). Benzer sekilde, AFB1% i¢in
3 lineer (A, C ve D), 1 quadratik (D2) ve 4 interaktif/interaktif quadratik (AD, CD,
AB2 ve BC2) katsayilari anlamli bulunmustur (p<0.05). Diger yandan, lineer
katsayilarin yani sira AFG2%, AFG1% ve AFB2%, 5'ten fazla interaktif/interaktif
quadratic katsayinin denklemleri anlamli bir sekilde etkilendigi belirlenmistir

(p<0.05). Tiim denklemlerin ANOVA Tablolar1 EK-1’ de verilmistir.

Deney kosullarina bagli olarak AFT% yanitlar1 %28.3 ila %56 arasinda degisirken,
AFG2%, AFG1%, AFB2% ve AFB1% yanitlar1 sirasiyla %18.6 ila %46.4, %26.2 ila
%56, %25 ila %65 ve %21.7 ila %57.3 arasinda oldugu belirlenmistir (Tablo 4.2).
Sekil 4.1a, 4.1.b ve 4.1c, drneklere uygulanan US giicii ve US siiresinin artmasiyla
%AFT'nin arttigim gostermektedir. Ote yandan findik piiresi érneklerinde artan enzim

konsantrasyonunun %AFT diizeyini anlaml diizeyde etkilemedigi belirlenmistir.

Torabi ve ark. (2021), hidrolize ekmek atiklarinda o amilaz ve glukoamilaz kullanarak
AF'lerin enzimatik hidrolizinin potansiyel bozunma etkisini aragtirmis ve baslangic
AFB1 konsantrasyonunun 92.5 ng g-1 ve AFT konsantrasyonunun 92.5 ng g-1
civarinda olmas1 durumunda amilolitik enzimlerin AFB1'1 %75'e kadar giderebildigini
ifade etmislerdir. Ote yandan bu ¢alismaya gore hidrolize ekmek ortaminda AFG2 ve
AFGI tespit edilmemistir. Bizim ¢alisma sonuglarimiz bu sonuglarla ¢elismektedir. Bu
farklilik, farkli deney kosullarinda ve tamamen farkli gida 6rnekleriyle ¢alisiimasindan
kaynaklaniyor olabilir. Calismanin AFG1, AFG2 ve AFB2'nin glukoamilaz
kullanilarak bozunma diizeylerini ortaya koyan ilk calisma olmasi bu kapsamda elde

edilen veriler agisindan 6nem arz etmektedir.
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Caligmada elde edilen sonuclar findik piiresi 6rneklerinde glukoamilaz uygulamasinin
AFGI, AFG2 ve AFB2'nin bozunma stirecini 6nemli dl¢lide etkiledigini gostermistir.
Lakkazlarin, peroksidazlarin, oksidazlarin ve rediiktazlarin AF'lerin parcalanmasi i¢in
en cok arastirilan enzimler oldugu iyi bilinmektedir. Bir¢ok arastirmaci, AF'leri
pargalayabilen uygun mikroorganizmalari veya mantarlari incelemis ve bunlardan saf
enzimler elde etmek i¢in saflastirma prosediirleri gelistirmeye caligsmistir. Ayrica bazi
arastirmacilar, bahsedilen enzim uygulamalar1 sonrasinda AF'lerin degradasyon
irlinlerinin yapisini ve toksisitesini de ortaya koymaya calismislardir. Ne yazik ki, bu
enzimlerin liretimi ve gida ve yem endiistrisinde kullanimi pratikte bazi zorluklar
beraberinde getirmektedir c¢linkii {iretimin geleneksel fermantasyon ve Kkiiltiir
teknikleriyle yapilmasi durumunda diisiik liretim verimi ve iiretim sorunlari
yasanabilmektedir (Guo ve ark., 2021). Bu nedenle, gida endiistrisinde kullanilan
konvansiyonel enzimlerin aflatoksin parcalanmasi iizerindeki etkinliginin arastirilmasi
pratik yaklasim agisindan 6nemli bir konudur. Calisma sonuglarimiz glikoamilazin tek
basina AFG2, AFG1 ve AFB2'nin kismi bozunmasinda etkili oldugunu ancak bozunma
tirtinlerinin yapisini ve toksisitesini ortaya ¢ikarmak i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiyag

oldugunu gostermistir.

AF'lerin toksisitesi géz Oniine alindiginda, AFBl'in ve dolayli olarak AFT'nin
degradasyon yiizdesi, diger ii¢ AF tipinin degradasyon oranlarindan daha 6nemli
olmalidir. Ultrasonun (US) hem gili¢ yogunlugu hem de uygulama siiresi ile
karsilastirildiginda, enzim tedavisinin AFB1% ve AFT% degerleri {izerinde anlaml
bir etkiye sahip olmadigini vurgulamak 6nemlidir (p > 0.05). Bu nedenle, katsayilar
tablosundaki p degerlerine dayanarak, AFB1 degradasyonunun baglangigtaki AF
konsantrasyonlarindan 6nemli dl¢iide etkilendigi (p<0.05), diger aflatoksin tiirlerinin
degradasyonlarinda ise enzim uygulamasinin degradasyon oranlarina anlamli diizeyde

katkida bulundugu sonucuna varilabilir.

Bu zamana kadar US teknolojisi kullanilarak AF’lerin giderilmesine yonelik
literatiirde siirh sayida arastirmaya rastlanmistir. Liu ve ark. (2019), sulu ortamda
AFBI1 dahil olmak iizere ¢esitli mikotoksinlerin degradasyonlari iizerine 20 KHz'de

atimli ultrasonun etkisini arastirmistir. Calisma ayrica, AFB1 degradasyonunun
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ultrason yogunlugu arttik¢a arttigini, ancak baslangictaki AFB1 konsantrasyonunun
AFBI1 pargalanma diizeyini olumsuz etkiledigini ortaya koymustur. Caligsma
sonuglarimiz, bu bulgularla uyumludur. Yapilan giincel bir calismada ise, AFB1'in sulu
ortamda US uygulamasiyla parcalanmasi igin iki model Onerilmistir. Ilk 6nerilen
modele gore, AFB1, sudaki molekiillerden elde edilen hidroksil radikalleri ve hidrojen
peroksitin varlig1 nedeniyle sivi ortamda parcalanabilmektedir. Ancak ikinci modelde,
ultrasonik kavitasyon tarafindan tiretilen H202 molekiillerinin, AFB1'in lakton halkas1
ve metoksi grubunun degisikliklerine yol acan epoksidasyon, oksidasyon ve ek

reaksiyonlar1 baglattig1 ifade edilmistir (Liu ve ark., 2019).

Ote yandan bu arastirmada kullanilan findik piiresi &rneklerinin %]1°den az su
icerdigini de belirtmek gerekir. Dolayisiyla AF'lerin bozunma mekanizmasi, 6nerilen
bozunma mekanizmalarindan farkli olabilir. Findik piiresinin yiiksek yag icerigi goz
ontine alindiginda, US kavitasyonunun bazi yag asidi yapilarin1 oksitleyip
bozabilecegi ve oksidasyonu baslatabilecegi, daha sonra OH* radikalleri gibi bazi
radikaller iretebilecegi ve bu radikallerin orneklerdeki AF’leri parcalamak igin
kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Bu bulgular1 dogrulamak i¢in daha fazla calismaya

thtiyag vardir.

4.2.2. Aroma indeks degisimi (AA1%0)

Findik piiresi numunelerinin deneysel AAI% yanitlar1 %1.46 ile %10.37 arasinda
degismektedir. Tablo 4.3'te gosterildigi gibi, AAI% yanitlari, US giicii, enzim
uygulamasi ve US uygulama siiresinin dogrusal (p<0,05) terimleri, US giicii ve enzim
tedavisi ve US giicli ve uygulama siiresinin interaktif terimleri (0.05< p) tarafindan
onemli Olclide etkilenmistir. Enzim uygulamasi ve US uygulama siiresine gore
quadratik terimler (0.05< p< 0.1) bulunurken, diger terimlerin anlamli olmadigi
gbzlenmistir (p>0.1). US giicii (A), enzim uygulamasi (B), US uygulama siiresi (C) ve
baslangic AFT konsantrasyonunun (D) bagimsiz degigkenlerinin AAI% {iizerindeki

etkisini gosteren modelin regresyon denklemi asagidaki gibidir:
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AAI% = 6.12 + 1.34A + 0.1089B + 2.37C + 1.61D + 0.3411AB + 0.0203AC —
0.8435B% + 0.0665C? (4,6)

Alkil pirazinler kahve, kakao gibi gidalarin ve findik gibi kavrulmus kuruyemislerin
kavrulmasi sirasinda meydana gelmeleri nedeniyle endiistriyel agidan en 6nemli ugucu
bilesiklerden biridir. Findiklarin kavrulmasi sirasinda 1sitma kosullariin (sicaklik ve
stire) aroma gelisimine yol actig1 ileri siiriilmektedir (Mazzucotelli ve ark., 2023). Bu
nedenle, alkil pirazinlerdeki degisikliklerin izlenmesi, ultrason uygulamasimin findik
ezmesinin aroma gelisimi iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in akillica bir
stratejidir. AAI%'nin US gii¢ yogunlugundan, US uygulama siiresinden ve baslangi¢
AFT konsantrasyonundan 6nemli 6l¢iide etkilendigi belirlenmistir (p<0,05). Ultrason
teknolojisinin uygulanmasi, yiiksek frekansta ses dalgalarinin olusturulmasiyla
ilgilidir ki bu dalgalar, bir siv1 i¢ine ydnlendirildiginde son derece enerji yiiklii
baloncuklar olusturur (Kaseke ver ark., 2021). Bu kavitasyon kabarciklarinin iiriin
ylzeyindeki ¢cokmeleri, ortama asirt miktarda enerji salinmasina neden olur, bu da hem
sicaklik artisina hem de aroma indeksi gibi bazi parametrelerin degismesine neden
olur. Sekil 4.2.a, bagimsiz degiskenlerin findik piresinin AAI% parametresi
tizerindeki etkisini gostermektedir. Calisma sonuglarimiz, findik piiresi 6rneklerinin
AAI%’ deki ana parametrelerinin US giicii ve uygulama siiresi oldugunu gostermistir.
Ayrica, A. flavus, A. niger, A. glaucus, Penicillium, Mucor ve Fusarium kiif tiirleri ¢ig
ve kavrulmus findik iclerinden en fazla izole edilen kiiflerdir. Aspergillus tiirlerinin en
giiclii aflatoksijenik mantarlar oldugu goz oniine alindiginda, kiif aktivitesi sadece
aflatoksin konsantrasyonunu arttirmakla kalmayip, biiyiime paternleri de findik
tanelerinin kalite 6zelliklerinde baz1 degisikliklere neden olabilir. Onceki calismalar
kiif aktivitesinin kuru madde, diisiik yag icerigi ve tat/aroma kaybi gibi gesitli kalite
kayiplarina yol agtigini gdstermistir (Ozdemir ve Devres, 1999). Findik piiresi
numunelerindeki daha yiiksek baslangic AF konsantrasyonlari, findik piiresi
tretiminden 6nce findik i¢lerinde daha yiiksek kiif olusumunun gostergesi olabilir.
Nitekim 6rneklerin baslangic aroma indeks degerlerine bakildiginda aroma indeksinin

orneklerin AF igerigi ile ters orantili oldugu gézlenmistir.
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Baglangig AFT igerigi 5, 12.5 ve 20 pg kg-1 olan findik piiresi 6rneklerinin 279
nm'deki baglangi¢ absorbans degerleri sirastyla 0.51, 0.34 ve 0.29 olarak tespit
edilmistir. US uygulama yogunlugu ve uygulama siiresi Al'da 1.5-2 birimlik bir
degisiklige yol acsa da, AAI%'ye dayali olarak Onerilen modelin, baslangictaki Al
degerlerinden asir1 derecede etkilendigi tespit edilmistir (p<0,05).

4.2.3. Peroksit sayisi degisimi (APV)

Onerilen modelin varyans analizi sonuglarma gére APV enzim uygulamasindan
anlamli derecede etkilenirken (p<0.05), diger parametrelerin etkisi anlamh
bulunmamustir (Tablo 4.3). Enzimatik uygulamalar gida endiistrisinde kaliteyi kontrol
etmek, fizikokimyasal ve reolojik 6zellikleri degistirmek amaciyla veya dogrudan gida
katk1 maddesi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Literatiirde findik piiresinin
fizikokimyasal 6zelliklerine enzimatik uygulamalarin etkisini arastiran bir arastirma
bulunmamakla birlikte, ¢calismalarin ¢cogu bitki dokularindan yag ekstraksiyonunda
enzim On islemlerinin (hidrolitik enzimler dahil) etkisi lizerine yogunlasmistir. Daha
yiiksek yag verimi i¢in pamuk tohumunun amilaz ile 6n islemine odaklanan 6nceki bir
calisma, enzim isleminin ekstrakte edilen yag Orneklerinin PV'ini 6nemli 6l¢iide
arttirdiginm1 ortaya ¢ikarmistir (Taha ve Hassanein, 2007). Bizim ¢alisma sonucumuz
da bu bulguyla benzerlik gostermektedir. APV i¢in dogrusal denklem modeli agsagidaki
gibidir:

APV=0.1207-0.025A+0.100B-0.025C (4.7)

Findik piiresi, kimyasal bilesimi zeytinyagina benzerlik gosteren ve findik tanelerinin
cesidine, iklim, toprak yapisi ve yetistirme kosullarma gore degismekle birlikte
%350'den fazla yag icerebilmektedir (Ercan ve Dervisoglu, 1998; M. Ozdemir ve ark.,
2001). US uygulamasinin yag kalitesi parametreleri ve oksidatif stabilite lizerindeki
etkileri lizerine yapilan bazi ¢aligmalar ¢eligkili sonuglar iiretmistir. Zeytinyagi,
aycicek yagi ve palm yaglari tizerinde yapilan ¢aligmalar, kisa siireli ultrasonikasyonun
(30 dakikanin altinda) numunelerin PV'sinde 6nemli bir artisa neden olmadigini ortaya

koymustur (Halim ve Thoo, 2018; Jiménez ve ark., 2007). Ote yandan ultrason 6n
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isleminin zeytinyaginin kalite parametreleri tizerindeki etkisini aragtirmak amaciyla
yakin zamanda bir ¢aligma yapilmistir. Aragtirma bulgulari, zeytinyagiin oksidatif
stabilitesinin ultrason On isleminden 6nemli Ol¢lide etkilendigini gostermektedir
(Rigane ve ark., 2020). Bu calismada 6nerilen model Jimenez ve ark., (2007) ve Halim
ve Thoo (2018)’ nun bulgularini desteklemekte ancak Rigane ve ark. (2020) yaptig1
calisma ile celismektedir. Ote yandan, yiiksek ultrasonikasyon kosullarinda findik
ezmesi Orneklerindeki peroksitlerin ve yag asidi kompozisyonunun degisiminin ortaya

c¢ikarilmasi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir.

4.2.4. Esmerlesme indeksi degisimi (ABI) ve toplam renk degisimi (AE)

Renk, 6zellikle kahverengi renk, kavrulmus iiriinlerde tiiketicinin kabul edilebilirligi
ve tercihleri acisindan Onemli bir kalite parametresidir. Renk gelisiminin,
hammaddenin pH degeri, kimyasal bilesimi ve kavurma siiresi ve sicakligi gibi
kavurma kosullar1 gibi bircok faktérden etkilenen karmasik bir olgu oldugu iyi
bilinmektedir. Yanitlarda herhangi bir doniisiim yapilmadan ABI ve AE'ye uygun
onerilen herhangi bir model belirlenememistir. Daha sonra her iki yanit da Design
Expert programinin doniisiim arayiizii kullanilarak en uygun uyum istatistikleri elde

edilinceye kadar doniistiirilmiistiir.

ABI and AE igin 6nerilen model esitlikleri asagidaki gibidir:

(AE + 52.6)1¢ = 607.04 — 0.2472B + 23.51C + 49.6D + 29.34BC + 26.19CD +
51.05D2 (4.8)

(ABI + 154)°%> = 8.73 — 1.65D — 2.61BC + 2.12A4% + 2.06AC?

—3.24B2C — 2.82B(? (4.9)

Tablo 4.3'e gore, AE parametresi iizerinde en biiyiik etkiye sahip degiskenler, US
uygulama siiresinin dogrusal terimleri (p<0.05) ile AE yanit1 iizerinde ¢ok anlamli bir
parametre olan baslangic AFT'sinin(p<0.05) lineer ve quadratic terimleri olmustur.

Enzim uygulamasi ve uygulama siiresi (BC) (p<0.05), uygulama siiresi ve baslangic
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AFT (CD) (p<0.05) etkilesimlerinin AE yanit1 iizerinde anlamli parametreler oldugu
tespit edilmistir. Burada baslangic AFT konsantrasyonu faktoriiniin hem ABI hem de
AE i¢in ¢ok 6nemli oldugunu belirtmek gerekir. Ozellikle yogun mevsimlerde findik
puresinin kii¢iik, kalitesiz ve nispeten olgunlasmamis, kusurlu veya kiiflii daneler
kullanilarak {iretildigi ve bunun da {iriinde yiiksek diizeylere ulasabilecek AF'lerin
olugmasina neden olabilecegi bilinmektedir. Taneler kiiflii veya kusurlu oldugunda,
kesildiginde nekrotik lekeler, yiizeyi kaplayan beyaz-gri kiif ve ¢ekirdegin i¢inde koyu
kahverengi lekeler olusabildigi gibi tamamen ¢iiriimiis ve siyah taneler de
goriilebilmektedir (Battilani ve ark., 2018). Onceki calismalar, kusurlu/kiiflii findik
iclerinin 400 pg kg-1'den fazla AF igerebilecegini gostermistir (Ekinci ve ark., 2014;
Sen, 2021). Dolayisiyla findik piiresi tiretiminde kiiflii/kusurlu i¢ findik kullanilmasi
durumunda, iirtindeki AF miktar1, renk degerleri gibi hammadde kalitesinden etkilenen
tek kalite parametresi olmayacaktir. Bu AE artisi, kusurlu ¢ekirdeklerin (daha koyu
renklere sahip olan) hiicre duvarlarinin uzun siireli US etkisi ile kolayca

par¢alanmasina baglanabilir, dolayisiyla daha yiliksek AE degerleri elde edilebilir.

AE, gida maddelerinin belirli proses kosullarindaki toplam renk degisimini géstermek
icin kullanigh bir arag olmasma ragmen, renk degisiminin yoniinii gostermede
yetersizdir. ABI degerlerine bakildiginda findik ezmesi oOrneklerinin pozitif ABI
esmerlesmenin arttifini, negatif ABI ise esmerlesme indeksinin azaldigini

gostermektedir.

US gii¢ siddeti, uygulama siiresi ve enzim konsantrasyonunun ABI {izerine bireysel
etkilerinin 6nemli olmadig1 (p>0.05), baslangic AF konsantrasyonunun ise findik
ezmesinin ABI degerlerini 6nemli olgiide etkiledigi (p<0.05) belirlenmistir. Diger
taraftan interaktif/interaktif quadratik 4 katsay1 (BC, A2, B2C, BC2)’nin ABI
tizerindeki etkisi anlamli bulunmustur (p<0.05). Ultrasonikasyon isleminin gidalarin
parlaklik (L*) degerini artirabilecegi ve renk oOzelliklerini iyilestirebilecegi ileri
striilmektedir. Dolayisiyla, ¢alismamizda US uygulamasi L* degerini artirirken
yanitlarin ABI'sini (yani uygulanan islem sonrasinda daha diisiik kahverengi renk elde
edilmesi anlamina gelir) azaltmistir. Bu, US uygulama siiresiyle kararsiz koyu

pigmentlerin ¢okelmesine ve US uygulamasi sirasinda bazi pigmentlerin bozunmasina
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baglanabilir. Raf dmriinii uzatmak i¢in 6n iglem olarak diisiik frekansh US ile isleme
tabi tutulan gulupa pulpu, calismamizda gézlemlendigi gibi benzer renk degisiklikleri
gostermistir (Calderon-Martinez ve ark., 2021). En diisiik US uygulama siiresiyle ve
minimum ya da maksimum miktarda enzimle muamele edilen numuneler minimum
ABI gostermistir (Sekil 4.2d). Ayrica, US gii¢ yogunlugundan bagimsiz olarak, en
yiiksek enzim konsantrasyonu ve maksimum US uygulama siiresi ile muamele edilen
numuneler en yiiksek BI degisimini gostermistir. Bitki hiicre duvarlari nisasta, seliiloz,
hemiseliiloz (ksiloglukanlar) ve pektin gibi polisakkaritlerden olusur. Bunlar hiicre i¢i
maddelerin salinimi ig¢in bir bariyer olusturur. Ticari seliilaz, amilaz ve pektinaz
enzimleri, pigment ve aroma bilesiklerini ekstrakte etmek amaciyla bitkilerin hiicre
duvar yapisini ¢oziindiirmek icin aragtirllmistir (Nadar ve ark., 2018). Bu calismada
AF'ler iizerindeki potansiyel ayrigsma etkilerini arastirmak ig¢in ticari glukoamilaz
kullanilmistir. Ultrasonikasyon oncesi glukoamilaz isleminin, ince findik kabugunun
ve dane i¢inin hiicre duvarlarindan sivi ortama renklendirici pigment transferini
artirabilecegi unutulmamalidir. Caligmada, US gili¢ yogunlugu ve enzim
konsantrasyonundan bagimsiz olarak, kisa ultrasonikasyon siiresinin ABI degerlerinde
bir miktar diisiise yol actigi, uzun ultrasonikasyon siireleri ile en yiiksek
konsantrasyonlarda enzim uygulamasmin ABI (daha agik renk anlamina gelen)
tizerinde onemli bir diislise yol actigi bulunmustur. Findik ve findik zarlar1 tizerinde
yapilan 6nceki ¢alismalar, findik zarinda en ¢ok bulunan flavonoidlerin flavan-3oller
oldugunu ortaya koymustur (Ozdemir ve ark., 2014). Findik ezmesi iiretimine
bakildiginda findik ezmesi, findik i¢lerinin zariyla birlikte ezilmesiyle elde
edilmektedir. Boylece findik ezmesinin rengi sadece findik iclerinden gelen
renklendirici bilesiklerden degil aynm1 zamanda findik zarindan gelen renklendirici
bilesikleri ihtiva etmektedir. Onceki ¢alismalar ayrica flavan-3ollerin yiiksek basingh
homojenizasyon (Ozdemir ve ark., 2014) ve ultrason siiregleri (Celotti ve ark., 2020)
gibi cesitli faktorlerle dekompose oldugunu gostermistir. Daha agik kahverengi renk,
flavan-3ollerin pargalanmasi, yiiksek oranda polimerize olmus melanoidinlerin
cokelmesi ve uzun siireli US uygulamasindan sonra koyu kahverengi olan findik

zarinin tahrip olmasiyla agiklanabilir.
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Sekil 4.2. Ug boyutlu modeler a) enzim uygulamasi ve US giiciiniin AAI% iizerindeki ortak etkisi, b)
US uygulama siiresinin ve US giiciiniin AAI% iizerindeki ortak etkisi, ¢) US giicli ve enzim
isleminin APV iizerindeki ortak etkisi, d) US uygulama siiresinin ve US giicliniin ABI
iizerindeki ortak etkisi, €) US uygulama siiresinin ve enzim igleminin ABI iizerindeki ortak
etkisi, f) enzim uygulamasinin ve US giicliniin ABI iizerindeki ortak etkisi, g) AFT ve US
uygulama siiresinin AE f{zerindeki ortak etkisi, h) US uygulama siiresi ve enzim
uygulamasmin AE {izerindeki ortak etkisi, i) US gilici ve US uygulama siiresinin AE
iizerindeki ortak etkisi, j) US giicii ve US uygulama siiresinin AT iizerindeki ortak etkisi ve
k) enzim uygulamasi ve US giiciiniin AT iizerindeki ortak etkisi
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4.2.5. Sicaklik degisimi (AT)

Sekil 4.2. j ve k findik ezmesinin AT parametresindeki bagimsiz degiskenlerini
gostermektedir. Sekil 4.2.j, 80 W US giiciinde ve 30 dk US uygulama siiresi
kosullarinda AT'nin maksimum seviyeye kadar cikabildigini gostermektedir. Ote
yandan, enzim uygulamas: katkisi yanitlarin AT'si tlizerinde anlamli bulunmamistir

(p>0.05).

AT igin tespit edilen model deklemi su sekildedir;
AT=69.79+21.82A+21.79C (4.10)

US giicli ve US uygulama siiresinin ayr1 ayri etkilerinin anlamli oldugu (Tablo 4.3),
ancak diger parametrelerin AT iizerinde anlamli olmadig1 belirlenmistir (p>0.05).
Findik 6rneklerinde daha yiiksek US gii¢ seviyeleri ve uzun siireli uygulama stireleri

orneklerin sicakliginin 100 °C'nin iizerine ¢ikmasina neden olmustur.

US uygulamasinin kavitasyon kabarciklar1 olusturabildigi ve bu kabarciklar
coktiigiinde yliksek miktarda enerji agiga ¢iktig1 ve bu ¢okmelerin ortamda sicaklik
artisina neden oldugu bilinmektedir (Liu ve ark., 2019). Yani, daha uzun uygulama
stireleri ile daha ytliksek US gii¢ seviyelerinde daha yliksek AT degerleri, kavitasyon
kabarciklarinin ¢okmesi nedeniyle numunelerde 1siya doniisen daha yiiksek ener;ji
salinimiyla aciklanabilir. Numunelerde ne kadar enerji aciga ciktigini ve sicaklik artig
miktarii gozlemlemek icin caligsma sirasinda herhangi bir sicaklik Onleyici sistem
kullanilmadigini belirtmek gerekir. Numunelere US uygulanirken harici bir sogutma

sistemi ile sicaklik artiglarinin 6nlenebilecegi diisiiniilmektedir.

4.2.6. Model validasyonu

Model validastonunda AFT konsantrasyonlar1 ML'lerin hemen iizerinde olan findik
piiresi numuneleri secilerek %AFT ve %AFB1 bozunma oranlarini1 optimize etmek
amaciyla; AFT konsantrasyonu (12.5 pug kg™), US siiresi (0-30 dk), enzim uygulamasi
(50-250 puL 50g? findik ezmesi), uygulama siiresi (0-30 dk) gibi parametreler
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maksimum AFT% ve AFB1% degerleri i¢in secilmistir. AFG1%, AFG2%, AFB2%,
APV, AA1%, ABI, AE ve AT ise normal deger araliklarinda (in range) birakilmistir.
Design expert uygulamasinda agirlik faktoriiniin 0.1 ila 10 arasinda degismekte ve

daha yiiksek agirlik faktorleri kriterlerin onemini vurgulamaktadir (Ghasemi ve

Taghian Dinani, 2018).

Tablo 4.4. Optimize edilmis AF'lerin bozulma siireci igin farkli diizeylerdeki faktorler ve bunlarin

yanitlari
Bagimsiz Alt limit Ust limit Optimizasyon
degiskenler seviyesi
US giicii (W) 30 80 80
Enzim 50 250 250
uygulamasit  (ul  (0,5) 2,5 2,5
50g") veya (U
enzim g*! piire)
Uygulama siiresi 10 30 20
(dk)
AFT (pg kgh) 5 20 12,5
Bagiml Sinirlamalar Deneysel Tahmin edilen Fark*
degiskenler
AFT% Maksimum 44,43+2,38 43,9442,61 -0,49
AFG2% Aralikta 43,18+2,53 46,354+2,50 3,17
AFG1% Aralikta 38,17+2,17 43,36+3,15 5,19
AFB2% Aralikta 56,98+3,02 58,724+3,00 1,74
AFB1% Maksimum 45,59+2,19 44,17+1,99 -1,42
AAI% Aralikta 9,7++1,26 7,06+1,25 -2,64
APV Aralikta 0,20+0,03 0,19+0,04 -0,01
AE Aralikta 2,07+1,36 2,27+1.42 0,20
ABI Aralikta -44,75+0,10 -32,13+4,55 -12,62
AT Aralikta 96,05+5,92 91,60+7,53 -4,45

Fark*= Tahmin edilen deger-Deneysel deger

AFT% ve AFB1% i¢in agirlik faktorii 5 se¢ilmistir ve diger yanitlar i¢in agirlik faktorii
3 secilmistir. Model validasyonunda AFT% ve AFB1% icin agirlik faktorii 5 ve diger

yanitlar i¢in agirlik faktorii 3 olarak segilmistir.

Tablo 4.4. optimal AFT% ve AFBI1% kosullarin1 gostermektedir. Bagimh
degiskenlerin, modellerden tahmin edilen ve deneysel yolla belirlenen degerlerini
karsilastirmak icin olusturulmus Tablo 4.4 'teki degerler incelendiginde, deneysel
degerlerin tahmin edilen degerlerle kabul edilebilir bir uyum icinde oldugu

goriilmektedir.
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Dolayisiyla, onerilen BBD modelleri, findik piiresi {riinlerinin belirli kalite
parametrelerinin yani sira ultrasonikasyon kullanilarak AF'lerin bozulma yiizdesini

tahmin etmek i¢in kullanilabilir.
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Ultrason, kiiresel gida isleme endistrisinde potansiyel uygulamalara sahip,
dekontaminasyon i¢in umut verici bir yontemdir. Bildigimiz kadariyla ¢alismamiz,
findik piiresinde endiistriyel enzim ve ultrasonikasyonun birlikte kullanilarak AF'lerin
dekontaminasyon diizeylerini ortaya koyan ilk caligmadir. Literatiirde
ultrasonikasyonun AF bozunmasi lizerindeki etkisine iligskin ¢aligmalarin tamami sulu
ortamda gerceklestirilmis olup, ger¢ek gida ¢ozeltilerinde ¢ok az ¢alisma yapilmustir.
Bu nedenle, AF'lerin bozunma iiriinlerini ve toksisitesini belirlemek icin daha fazla
arastirma yapilmasi gerekmektedir. Ayrica findik piiresindeki kimyasal degisiklikler,

ozellikle ultrasonikasyon sonrasi yag bilesimindeki degisiklikler arastirilmalidir.

Bazi 6rneklerde AFT degradasyonu %50'nin {izerine ¢ikmis olsada, ¢alisma sonuglari
AF'lerin baslangi¢ konsantrasyonunun drneklerdeki degradasyon oranlarini belirgin
sekilde etkiledigini gostermistir. Daha yiiksek baslangic AFT konsantrasyonlari,
degradasyon verimliligini olumsuz etkilemis ve nispeten daha diisiik degradasyon
degerleri elde edilmesine neden olmustur. Findik piirelerinde AF'lerin bozunmas1 US
giiclinden (veya yogunlugundan) ve US uygulama siiresinden biiyiik oOlciide
etkilenmisken, glukoamilaz konsantrasyonunun 6nemli mikotoksinler olan AFT ve

AFB1'in bozunmasin etkilemedigi belirlenmistir.

Calisma sonuglari, %AAI'nin US gili¢ yogunlugundan ve numunelere uygulanan
sonikasyon stiresinden onemli 6l¢lide etkilendigini gostermistir. Baska bir deyisle US
yogunlugu ve uygulama siiresi ne kadar yiiksek olursa findik piiresinde o kadar
aromatik karakterli bilesen olusmaktadir. Bu nedenle, bu bilesenlerin niteligini ve

miktarini aragtirmak i¢in daha fazla caligsmaya ihtiyag¢ vardir.

52



Caligma sonugclart glukoamilaz enzim uygulamasi ile PV'nin anlaml diizeyde arttigini
ancak diger parametrelerin bu artista etkili olmadigini gostermistir. Findik piiresinin
renk ozellikleri dikkate alindiginda, findik piiresi 6rneklerinin ultrasonik uygulama
sonrasi renk degisimlerinin yorumlanmasinda AE ve ABI terimlerinin birlikte

kullanilmasinin daha saglikli sonuglara yol acabilecegini gdstermistir.

AE ve ABI, numunelerin baglangigtaki AFT konsantrasyonundan onemli Olgiide
etkilenmistir. Ayrica US uygulamasi findik piiresinin BI” sini acik¢a azaltmistir. Daha
yiiksek US giiclinlin uygulanmast ve uygulama siirelerinin uzamasi, findik
orneklerinde sicakligin 100 °C'ye kadar ¢ikmasina neden olmustur. Bu nedenle,
endiistriyel uygulamalarda US kullanilarak AF'lerin degradasyonu goz oOniine
alindiginda, triin kalitesinin dikkate alinmasi amaciyla, bu kadar sicaklik artisim

kontrol edebilecek uygun sogutma sistemleri gelistirilmelidir.

Bu calismada, findik piresi Orneklerinde AF'lerin degradasyon oranlarini
ultrasonikasyon kullanarak tahmin etmek i¢in bir BBD modeli basariyla
uygulanmistir. Calisma sonuglari, AF degradasyonunun basarisinin biiylik 6l¢iide
baslangictaki AFT konsantrasyonuna, US yogunluguna ve uygulama siiresine bagl

oldugunu gostermistir.

Findik piiresindeki AF'lerin bozunmasi i¢in ultrasonikasyon umut verici yeni bir
yontem olmasina ragmen hala agiklanmasi gereken bir¢ok bilinmeyen parametre
vardir. Bu nedenle, AF'lerin degrdasyonundan kaynaklanan yan iirlinlerin kimyasal
yapisini ve toksisitesini ortaya ¢ikarmak, ultrasonikasyon sonrasi findik piirelerinde
serbest yag asidi bilesimi degisiklikleri gibi kalite degisikliklerini tespit etmek icin

daha ileri arastirmalara biiyiik ol¢iide ihtiyag vardir.

53



KAYNAKLAR

Adebo, O.A, Molelekoa, T, Makhuvele, R, Adebiyi, J.A, Oyedeji, A.B, Gbashi, S, ...
Njobeh, P. B.2021. A review on novel non-thermal food processing techniques for

mycotoxin reduction. International Journal of Food Science and Technology,
56(1): 13-27.

Ahmad, A, Rehman, M.U, Wali, A.F, El-Serehy, H.A, Al-Misned, F. A, ... Maodaa,
S.N. 2020. Box—behnken response surface design of polysaccharide extraction

from rhododendron arboreum and the evaluation of its antioxidant potential.
Molecules, 25(17): 1-12.

Akpinar, S, 2008. Aflatoksinin findik ihracatina etkisi. Ordu’da Gida Giivenligi, 2(5):
26-27.

Alasalvar, C, Shahidi, F, Liyanapathirana, C.M, Ohshima, T. 2003. Turkish tombul
hazelnut (Corylus avellana L.). 1. Compositional characteristics. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 51(13): 3790-3796.

Anonim. 2022. Findik {iriin raporu. Tarimsal Ekonomi ve Politika Gelistirme
Enstitiisii. https://arastirma.tarimorman.gov.tr/tepge/Belgeler

Ashrae. 2006. Thermal properties of food. In The American Journal of Physiology,
182: 369-376.

Baltaci, C, Ilyasoglu, H, Cavrar, S. 2012. Aflatoxin levels in raw and processed
hazelnuts in Turkey. Food Additives and Contaminants: Part B Surveillance, 5(2):
83-86.

Bas, F, Omeroglu, S, Tiirdii, S, Aktas, S. 1986. Onemli Tiirk findik cesitlerinin bilesim
ozelliklerinin saptanmasi. Gida, 11(4): 195- 203.

Battilani, P, Chiusa, G, Arciuolo, R, Somenzi, M, Fontana, M, Castello, G, Spigolon,
N. 2018. Diaporthe as the main cause of hazelnut defects in the Caucasus region.
Phytopathologia Mediterranea, 57(2): 320-333.

Benford, D., Ceccatelli, S., Cottrill, B., DiNovi, M., Dogliotti, E., Edler, L., ... Wester,
P. (2013). Scientific Opinion on the risk for public and animal health related to the
presence of sterigmatocystin in food and feed. Efsa Journal, 11(6), 1-81.

Benkerroum, N. 2020. Aflatoxins: Producing-molds, structure, health issues and
incidence in southeast asian and sub-saharan african countries. International
Journal of Environmental Research and Public Health, 17(4): 1215

Bonvehi, J.S, Coll, F.V. 2009. Detecting vegetable oil adulteration in hazelnut paste
(Corylus avellana L.). International Journal of Food Science and Technology,
44(3): 456-466.

54



Borges, K.B, Pupo, M. T, De Freitas, L.A.P, Bonato, P.S. 2009. Box-Behnken design
for the optimization of an enantioselective method for the simultaneous analysis
of propranolol and 4-hydroxypropranolol by CE. Electrophoresis, 30(16): 2874—
2881.

Calderon-Martinez, V, Delgado-Ospina, J, Ramirez-Navas, J.S, Florez-Lopez, E,
Valdés-Restrepo, M.P, Grande-Tovar, C.D, Chaves-Lopez, C. 2021. Effect of
pretreatment with low-frequency ultrasound on quality parameters in gulupa
(Passiflora edulis sims) pulp. Applied Sciences, 11(4): 1-15.

Celotti, E, Stante, S, Ferraretto, P, Roman, T, Nicolini, G, Natolino, A. 2020. High
power ultrasound treatments of red young wines: Effect on anthocyanins and
phenolic stability indices. Foods, 9(10): 1344.

Cheng, Y.-L, Lee, C.-Y, Huang, Y.-L, Buckner, C.A, Lafrenie, R.M, ... Dénomm¢e,
J.A. 2016. Application of Central Composite Design with Design Expert v13 in
Process Optimization. Intech, 11(tourism), 13.

Commission of the European Communities. 2006. Commission Regulation (EC) No
401/2006 of 23 February 2006 laying down the methods of sampling and analysis
for the official control of the levels of mycotoxins in foodstuffs. Official Journal
of the European Union, 70(401): 12-34.

Cakir, C. 2020. Aktif karbon ve bentonit uygulamasmin findik siitiiniin aflatoksin
profili ve kalite Ozellikleri iizerine etkisi. Ordu Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisti, Gida Miihendisligi ABD, Yiiksek Lisans Tezi.

Desphande, S.S. 2002. Fungal toxins. In: Food toxicology., Marcel Dekker, NY, USA,
pp. 387-456.

EFSA. 2020. Risk assessment of aflatoxins in food. EFSA Journal, 18(3): 6040.

Ekinci, R, Otag, M, Kadakal, C. 2014. Patulin & ergosterol: New quality parameters
together with aflatoxins in hazelnuts. Food Chemistry, 150: 17-21.

Ercan, S. N, Dervisoglu, M. 1998. Study of the steady flow behavior of hazelnut paste.
Journal of Food Process Engineering, 21(3): 181-90.

Ercan, S.N, Dervisoglu, M. 1998. Study of the steady flow behavior of hazelnut paste.
Journal of Food Process Engineering, 21(3): 181-190.

European Commusion. 2022. RASFF Annual Reports from 2002 to 2022.
https://food.ec.europa.eu/safety/acn/reports-and-publications en#rapid-alert-
system-for-food-and-feed-rasff Giris Tarihi: 20 AZustos 2023.

Europol. 2017. Opson_ Vi Report. https://www.europol.europa.eu/publications-
events/publications/operation-opson-vi-targeting-counterfeit-and-substandard-
foodstuft-and-beverage Giris Tarihi: 19 Mayis 2023.

Food and Agriculture Organization of the United Nations-FAOSTAT. 2021.
http://www.fao.org/faostat/en/?#data/QC/visualize Giris tarihi: 19 Mayis 2023.

Ghasemi, Y.Z, Taghian Dinani, S. 2018. Optimization of ultrasound-assisted
enzymatic extraction of walnut kernel oil using response surface methodology.
Journal of Food Process Engineering, 41(5): 1-18.

55



Gonclioglu Tag, N, Gokmen, V. 2017. Maillard reaction and caramelization during
hazelnut roasting: A multiresponse kinetic study. Food Chemistry, 221: 1911—
1922.

Guo, Y, Zhao, L, Ma, Q, Ji, C. 2021. Novel strategies for degradation of aflatoxins in
food and feed: A review. Food Research International, 140(2021): 109878.

Giinay, H.F, Uygun, U, Yardimcioglu, F. 2020. Findik {iretimine yd&nelik mali
desteklerin yeterlilik ve ¢ift¢ci memnuniyeti yoniinden degerlendirilmesi. Sakarya
Iktisat Dergisi, 9(4): 299-332.

Hacibekiroglu, 1. 2013. Gida 6rneklerinde aflatoksin (G 1, G2, B 1, B2) ve okratoksin
a'min hplc metot validasyonu ve miktar tayinleri, Istanbul Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya ABD, Doktora Tezi.

Halim, H.H, Thoo, Y.Y. 2018. Effect of ultrasound treatment on oxidative stability of
sunflower oil and palm oil. International Food Research Journal, 25(5): 1959—
1967.

Hashemi Moosavi, M, Mousavi Khaneghah, A, Javanmardi, F, Hadidi, M, Hadian, Z,
... Jafarzadeh, S. 2021. A review of recent advances in the decontamination of

mycotoxin and inactivation of fungi by ultrasound. Ultrasonics Sonochemistry,
79: 105755.

Houshyarfard, M, Javadi, D. 2018. The aspergillus flavus susceptibility of hazelnut
varieties (Corylus Avellana L.) in laboratory conditions. Journal of Nuts, 9(2):
181-88.

Imperato, R, Campone, L, Piccinelli, A.L, Veneziano, A, Rastrelli, L. 2011. Survey of
aflatoxins and ochratoxin a contamination in food products imported in Italy. Food
Control, 22(12): 1905-1910.

International Agency for Research on Cancer (IARC). 1993. Some naturally occurring
substances: food items and constituents, heterocyclic aromatic amines and
mycotoxins. World Health Organization, 56.

International Agency for Research on Cancer IARC. 2012. Chemical agents and
related occupations. IJARC monographs on the evaluation of carcinogenic risks to
humans / World Health Organization, International Agency for Research on
Cancer.

Islam, A. 2019. Findik 1slahinda gelismeler. Akademik Ziraat Dergisi, 8(Ozel Say):
167-174.

Jackson, L.S, Al-Taher, F. 2008. Factors affecting mycotoxin productions in fruits. In:
Mycotoxins in fruits and vegetables. Academic Pres, UK, 75- 105.

Jiménez, A, Beltran, G, Uceda, M. 2007. High-power ultrasound in olive paste
pretreatment. Effect on process yield and virgin olive oil characteristics.
Ultrasonics Sonochemistry, 14(6): 725-731.

Kabak, B. 2016. Aflatoxins in hazelnuts and dried figs: Occurrence and exposure
assessment. Food Chem. 211: 8-16.

Kabak, B. 2021. Aflatoxins in foodstuffs: Occurrence and risk assessment in Turkey.
Journal of Food Composition and Analysis, 96: 103734.

56



Kaseke, T, Opara, U.L, Fawole, O.A. 2021. Novel seeds pretreatment techniques:
effect on oil quality and antioxidant properties: a review. Journal of Food Science
and Technology, 58(12): 4451-4464.

Kirca, L, Tuba, B.A.K, Kirca, S, Karadeniz, T. 2018. Findigin kullanim alanlar1 ve
insan sagligina etkileri. Bahge, 47 (2): 292-299.

Knutsen, H.K, Alexander, J, Barreg, L, Ceccatelli, S, Cottrill, B, ... Dinovi, M. 2018.
Effect on public health of a possible increase of the maximum level for afl atoxin
total from 4 to 10 pg / kg in peanuts and processed products thereof, intended for

direct human consumption or use as an ingredient in foodstuffs. EFSA Journal,
16(2): 5175.

Koksal, A1, Artik, N, Simsek, A, Giines, N. 2006. Nutrient composition of hazelnut
(Corylus avellana L.) varieties cultivated in Turkey. Food Chemistry, 99(3): 509-
515.

Koksal, A.1. 2018. Tiirk findik gesitleri. Icinde: Findigin insan beslenmesinde énemi. 1.
Baski, Merdiven Reklam Tanitim, Ankara, 108-112.

Kumar, V, Chandra, R. 2018. Characterisation of manganese peroxidase and laccase
producing bacteria capable for degradation of sucrose glutamic acid-Maillard
reaction products at different nutritional and environmental conditions. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, 34(2): 1-18.

Kumar, Vishal, Bahuguna, A, Ramalingam, S, Dhakal, G, Shim, J.J, Kim, M. 2022.
Recent technological advances in mechanism, toxicity, and food perspectives of

enzyme-mediated aflatoxin degradation. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, 62(20): 5395-5412.

Liu, Y, Li, M, Liu, Y, Bai, F, Bian, K. 2019. Effects of pulsed ultrasound at 20 kHz on
the sonochemical degradation of mycotoxins. World Mycotoxin Journal, 12(4):
357-366.

Liu, Y, Li, M, Liu, Y, Bian, K. 2019. Structures of reaction products and degradation
pathways of aflatoxin B1 by ultrasound treatment. Toxins, 11(9): 526.

Liu, Yuanfang, Liu, Y, Zhao, W, Li, M, Liu, N, Bian, K. 2022. Reduction of Aflatoxin
B1 and Zearalenone Contents in Corn Using Power Ultrasound and Its Effects on
Corn Quality. Toxins, 14(12): 1-14.

Loi, M, Fanelli, F, Liuzzi, V.C, Logrieco, A.F, Mul¢, G. 2017. Mycotoxin
biotransformation by native and commercial enzymes: Present and future
perspectives. Toxins, 9(4): 111.

Mayolo-Deloisa, K, Gonzalez-Gonzalez, M, Rito-Palomares, M. 2020. Laccases in
Food Industry: Bioprocessing, Potential Industrial and Biotechnological
Applications. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, 8: 1-8.

Mazzucotelli, M, Khomenko, I, Betta, E, Cetto, I, Farneti, B, ... Gabetti, E. 2023.
Monitoring alkyl pyrazines in roasted hazelnuts by SHS-GC-IMS: IMS response
assessment and standardization. Talanta, 259: 124568.

Ng, S, Lasekan, O, Muhammad, K, Sulaiman, R, Hussain, N. 2014. Effect of roasting
conditions on color development and Fourier transform infrared spectroscopy

57



(FTIR-ATR) analysis of Malaysian-grown tropical almond nuts (Terminalia
catappa L.). Cardiovascular Intervention and Therapeutics, 8(1): 1-11.

Oliveira, I, Sousa, A, Morais, J.S, Ferreira, I.C.F.R, Bento, A, Estevinho, L, Pereira,
J.A. 2008. Chemical composition, and antioxidant and antimicrobial activities of

three hazelnut (Corylus avellana L.) cultivars. Food and Chemical Toxicology,
46(5): 1801-1807.

Owolabi, 1.0, Karoonuthaisiri, N, Elliott, C.T, Petchkongkaew, A. 2023. A 10-year
analysis of RASFF notifications for mycotoxins in nuts. Trend in key mycotoxins
and impacted countries. Food Research International, 172: 112915.

Ozay, G, Seyhan, F, Pembeci, C, Saklar, S, Yilmaz, A. 2008. Factors influencing fungal
and aflatoxin levels in Turkish hazelnuts (Corylus Avellana L.) during growth,
harvest, drying and storage: A 3-Year Study. Food Additives and Contaminants,
25(2): 209-18.

Ozdemir, F, Akinci, 1. 2004. Physical and nutritional properties of four major
commercial Turkish hazelnut varieties. Journal of Food Engineering, 63(3): 341—
347.

Ozata, A. 2021. Farkli oranlarda findik zari ilaveli siiriilebilir ¢ikolatanin kalite
ozelliklerinin arastirilmasi. Ordu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Gida
Miihendisligi ABD, Yiiksek Lisans Tezi.

Ozgakmak, S, Dervisoglu, M. 2007. Findikta aflatoksin olusumuna etkili faktorler,

Avrupa Birligi’nin limit degerlerle ilgili diizenlemeleri ve Tirk findiginin
ihracatina etkileri. Gida, 32(1): 33- 40.

Ozcelik, B, Karaali, A. 2002. Characterization of the texture and flavor of hazelnut
puree. Journal of Food Quality, 25(6) (2002): 471-576.

Ozdemir, K.S, Yilmaz, C, Durmaz, G, Gokmen, V. 2014. Hazelnut skin powder: A new
brown colored functional ingredient. Food Research International, 65: 291-297.

Ozdemir, M, Agkurt, F, Yildiz, M, Biringen, G, Giircan, T, Loker, M. 2001. Effect of
roasting on some nutrients of hazelnuts (Corylus Avellena L.). Food Chemistry,
73(2): 185-190.

Ozdemir, M, Devres, O. 1999. Turkish hazelnuts: Properties and effect of
microbiological and chemical changes on quality. Food Reviews International,
15(3): 309-333.

Oztiirk, D, Yildiz, S, Topsakal, E. 2017. Analysis of the Current State of Hazelnut
Processing Plants in Ordu. Turkish Journal of Agriculture-Food Science and
Technology, 5(12): 1651-1659.

Park, D.L, Ayala, C.E, Guzman- Perez, S.E, Lopez-Garcia, R, Trujillo, S. 2001.
Microbial Toxins in Foods: Algal, Fungal, and Bacterial. In: Food Toxicology.
CRC Press LLC, Florida, USA, 94-117.

Pickova, D, Ostry, V, Toman, J, Malir, F. 2021. Aflatoxins: History, significant
milestones, recent data on their toxicity and ways to mitigation. Toxins, 13(6): 1—
23.

58



Pingret, D, Fabiano-Tixier, A.S, Chemat, F. 2013. Degradation during application of
ultrasound in food processing: A review. Food Control, 31(2): 593-606.

Rigane, G, Yahyaoui, A, Acar, A, Mnif, S, Salem, R. Ben, Arslan, D. 2020. Change in
some quality parameters and oxidative stability of olive oils with regard to
ultrasound pretreatment, depitting and water addition. Biotechnology Reports, 26:
4-9.

Romagnoli, B, Menna, V, Gruppionni, N, Bergamini, C. 2009. Aflatoxins in Spices,
Aromatic herbs, herb- teas and medicinal plants marketed in Italy. Food Control
18: 697- 701.

Roychoudhury, S, Choudhury, B.P, Choudhury, A.P, Pal, M, Kosgi, R, Mandal, S.C.
2022. Herbal aphrodisiac biomolecules in the management of male reproductive
and sexual problems: connecting nature with clinics. In: Herbal Biomolecules in
Healthcare Applications, Academic Press, 591-611.

Saklar, S, Ungan, S, Katnas, S. 2003. Microstructural changes in hazelnuts during
roasting. Food Research International, 36(1): 19-23.

Senyuva, H.Z, Gilbert, J. 2005. Immunoaffinity Column Cleanup with Liquid
Chromatography Using Post-Column Bromination for Determination of
Aflatoxins in Hazelnut Paste: Interlaboratory Study. Journal of AOAC
International, 88(2): 526-535.

Siray, E. 2010. Giresun ili merkez ilgede findik yetistiren isletmelerin ekonomik
analizi, liretim ve pazarlama sorunlarinin belirlenmesi lizerine bir arastirma.
Gaziosmanpasa Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tartm Ekonomisi ABD,
Yiiksek Lisans Tezi.

Spigno, G, Donsi, F, Amendola, D, Sessa, M, Ferrari, G, De Faveri, D.M. 2013.
Nanoencapsulation systems to improve solubility and antioxidant efficiency of a
grape marc extract into hazelnut paste. Journal of Food Engineering, 114(2): 207—
214.

Stroka, J, 2001. Determination of Aflatoxins in Food and Feed with Simple and
Optimised Methods. PhD Thesis. Universitidt Duisburg-Essen, Fachbereich C-
Mathematik und Naturwissenschafteny» Chemie» Dissertationen.

Suman, M, Cavanna, D, Sammarco, G, Lambertini, F, Loffi, C. 2021. Fighting food
frauds exploiting chromatography-mass spectrometry technologies: Scenario
comparison between solutions in scientific literature and real approaches in place
in industrial facilities. TrAC - Trends in Analytical Chemistry, 142: 116305.

Suslick, K.S, Eddingsaas, N.C, Flannigan, D.J, Hopkins, S.D, Xu, H. 2011. Extreme
conditions during multibubble cavitation: Sonoluminescence as a spectroscopic
probe. Ultrasonics Sonochemistry, 18(4): 842-846.

Sen, L, Civil, O. 2022. Presence of aflatoxins in hazelnut paste in Turkey and a risk
assessment study. Food Additives and Contaminants - Part A, 39(8): 1474-1486.

Sen, L. 2017. Findikta Aflatoksin ve sterigmatosistin mikotoksinlerinin HPLC ile
belirlenmesi. Giresun Universitesi BAP raporu, Giresun, 35.

Sen, L. Nas, S. 2010. Kuru Incir, Uziim ve Kirmiz1 Biberlerde Mikotoksin Varligs,
Akademik Gida, 8(3): 24-32.

59



Taha, F.S, Hassanein, M.M. 2007. Pretreatment of cottonseed flakes with proteases
and an amylase for higher oil yields. Grasas y Aceites, 58(3): 297-306.

Tan, M.C, Chin, N.L, Yusof, Y.A. 2012. A Box-Behnken Design for Determining the
Optimum Experimental Condition of Cake Batter Mixing. Food and Bioprocess
Technology, 5(3): 972-982.

Tarimsal Ekonomi ve Politika Gelistirme Enstitiisi (TEPGE). 2021. Tarimsal
Ekonomi ve Politika Gelistirme Enstitiisi  Uriin  Raporu:  Findik.
https://arastirma.tarimorman.gov.tr/tepge/Belgeler

Thipraksa, J, Chaijak, P. 2023. Using of Oxidoreductase Producing Consortium with
High Manganese Peroxidase Activity for Melanoidin Degradation and Electricity
Generation from Palm Oil Mill Effluent. Biointerface Research in Applied
Chemistry, 13(3): 1-7.

Thurner, F, Alatraktchi, F.A.Z. a. 2023. Recent advances in electrochemical biosensing
of aflatoxin M1 in milk — A mini review. Microchemical Journal, 190: 108594.

Torabi, S, Satari, B, Hassan-Beygi, S.R. 2021. Process optimization for dilute acid and
enzymatic hydrolysis of waste wheat bread and its effect on aflatoxin fate and
ethanol production. Biomass Conversion and Biorefinery, 11(6): 2617-2625.

Tripathi, S, Mishra, H.N. 2011. Modeling and Optimization of Enzymatic Degradation
of Aflatoxin B 1 (AFB 1) in Red Chili Powder Using Response Surface
Methodology. Food and Bioprocess Technology, 4(5): 770-780.

Uzundumlu, A.S., Bilgic, A, Ertek, N. 2019. Tirkiye’nin findik iiretiminde 6nde gelen
illerin 2019-2025 yillar arasindaki findik iiretimlerinin ARIMA modeliyle tahmin
edilmesi. Akademik Ziraat Dergisi, 8(Ozel Say1): 115-126.

Yabe, K, Yakajima, H, 2004. Enzyme reactions and genes in aflatoxin biosynthesis.
Appl Microbiol Biotechnol. 64: 745-755.

Yang, P, Xiao, W, Lu, S, Jiang, S, Jiang, S, ... Chen, J. 2022. Characterization of a
Trametes versicolor aflatoxin Bl-degrading enzyme (TV-AFBID) and its
application in the AFB1 degradation of contaminated rice in situ. Frontiers in
Microbiology, 13: 1-13.

Yaylayan, V.A. 2003. Recent advances in the chemistry of strecker degradation and
amadori rearrangement: Implications to aroma and color formation. Nippon
Shokuhin Kagaku Kogaku Kaishi, 50(8): 372-377.

Zaccaria, M, Dawson, W, Russel Kish, D, Reverberi, M, Bonaccorsi di Patti, M.C,
Domin, M. 2023. Experimental-theoretical study of laccase as a detoxifier of
aflatoxins. Scientific Reports, 13(1): 1-10.

Zhang, Z, Li, D, Zhang, X. 2019. Enzymatic decolorization of melanoidins from
molasses wastewater by immobilized keratinase. Bioresource Technology, 280:
165-172.

Zinedine, A, Maiies, J. 2009. Occurrence and Legislation of Mycotoxins in Food and
Feed from Morocco. Food Control 20: 334- 344,

60



EKLER

EK-1. Elde edilen modellerin ANOVA Tablolar

ANOVA for Reduced Quartic model

Response 1: AFT %

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
Model 1066,39 9 118,49 17.38 <0.0001 significant
A-US Power 744,78 1 744,78  109,4 <0,0001
C-Application time 4242 1 4242 6,22 0,0220
AD 75,05 1 75,05 11,01 0,0036
CD 69,76 1 69,76 10,23  0,0047
Az 59,50 1 59,50 8,73 0,0081
D? 21,35 1 21,35 3,13 0,0928
B2D 54,50 1 54,50 7,99 0,0108
A?B? 71,69 1 71.69 10,52 0,0043
AC? 53,77 1 53,77 7,89 0,0112
Residual 129,54 19 6,82
Lack of Fit 108,42 15 7,23 1,37 0,4148 not significant
Pure Error 21,11 4 5,28
Cor Total 1195,93 28
Fit Statistics
Std. Dev. 2,61 :R’ 0,8917
Mean 37,75 Adjusted R? 0,8404
CV.% 692 Predicted R*  0,7018

" Adeq Precision 16,9664




ANOVA for Reduced Quartic model

Response 2: AFG2%

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
Model 1915,67 14 136,83 21,76 <0,0001 significant
A-US Power 587,08 1 587,08 93,37 <0,0001
B-Enzyme Treatment 277,00 1 277,00 44,06 <0,0001
C-Application time 278,07 1 278,07 44,23 <0,0001
AD 62,75 1 62,75 9,98 10,0070
CD 43,30 1 43,30 6,89 10,0200
A? 42,48 1 42,48 6,76  0,0210
B2 4498 1 44,98 7,15 0,0181
C? 35,10 1 35,10 5,58 0,0331
D? 573,60 1 573,60 91,23 <0,0001
A’B 120,93 1 120,93 19,23 0,0006
AC 104,89 1 104,89 16,68 0,0011
B2C 144,21 1 144,21 22,94 0,0003
BC? 64,25 1 64,25 10,22  0,0065
AC? 73,34 1 73,34 11,66 0,0042
Residual 88,02 14 6,29
Lack of Fit 67,94 10 6,79 1,35 0,4135 not significant
Pure Error 20,08 4 5,02
Cor Total 2003,69 28

Fit Statistics

Std. Dev. 2,51 R? 0,9561
Mean 34,63 Adjusted R? 0,9121
CV.% 7,24 Predicted R? 0,7443

Adeq Precision 16,1130
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ANOVA for Reduced Quartic model

Response 3: AFG1 %

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
Model 1220,10 21 58,10 8,74 0,0034 significant
A-US Power 260,41 1 260,41 39,16 0,0004
B-Enzyme Treatment 58,61 1 58,61 8,81 0,0208
C-Application time 128,43 1 128,43 19,31 0,0032
D-AFT 0,0879 1 0,0879 0,0132 09117
AB 14,75 1 14,75 2,22 0,1800
AC 35,40 1 35,40 5,32 0,0544
AD 10,50 1 10,50 1,58 0,2493
BC 2,12 1 2,12 0,3185 0,5901
CD 116,91 1 116,91 17,58 0,0041
A? 122.57 1 122.57 18.43 0.0036
B2 1,04 1 1,04 0,1563 0,7043
C? 19,83 1 19,83 2,98 0,1279
D2 101,60 1 101,60 15,28 0,0058
A’B 47,65 1 47,65 7,17 0,0317
AzC 137,34 1 137,34 20,65 0,0027
A?D 67,85 1 67,85 10,20 0,0152
AB? 8,73 1 8,73 1,31 0,2896
AC? 35,09 1 35,09 5,28 0,0552
B2C 76,62 1 76,62 11,52 0,0115
A?B? 101,08 1 101,08 15,20 0,0059
A%C? 218,30 1 218,30 32,82 0,0007
Residual 46,55 7 6,65
Lack of Fit 25,35 3 8,45 1,59 0,3235 not significant
Pure Error 21,20 4 5,30
Cor Total 1266,65 28

Fit Statistics
Std. Dev. 2,58 R? 0,9632
Mean 36,83 Adjusted R? 0,8530

C.V.% 7,00 Adeq Precision 13,9641
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ANOVA for Reduced Cubic model

Response 4: AFB2 %

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
Model 2885,76 12 240,48 26,69 <0,0001 significant
A-US Power 1532,66 1 1532,66 170,09 <0,0001
B-Enzyme Treatment 73,67 1 73,67 8,18 0,0114
C-Application time 3421 1 34,21 3,80 0,0691
AB 41,46 1 41,46 4,60 0,0476
AC 61,71 1 61,71 6,85 0,0187
AD 248,36 1 248,36 27,56 <0,0001
CD 98,81 1 98,81 10,97 0,0044
A? 138,43 1 138,43 15,36 0,0012
D? 251,35 1 251,35 27,89 <0,0001
A%C 108,11 1 108,11 12,00 0,0032
A?D 258,90 1 258,90 28,73 <0,0001
B*C 37,79 1 37,79 4,19 0,0573
Residual 144,17 16 9,01
Lack of Fit 122,97 12 10,25 1,93 0,2752 not significant
Pure Error 21,20 4 5,30
Cor Total 3029,93 28

Fit Statistics

Std. Dev. 3,00 R?

0,9524

Mean 36,61 Adjusted R? 09167

CV.% 8,20 Predicted R? 0,7397

Adeq Precision 19,7031
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ANOVA for Reduced Cubic model

Response 5: AFB1%

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
Model 1529,62 15 101,97 25,73 <0,0001 significant
A-US Power 527,19 1 527,19 133,00 <0,0001
B-Enzyme Treatment 3,02 1 3,02 0,7618 0,3986
C-Application time 53,67 1 53,67 13,54 0,0028
D-AFT 31,33 1 31,33 7,90 10,0147
AB 1,65 1 1,65 0,4150 0,5306
AC 831 1 8,31 2,10 0,1712
AD 159,85 1 159,85 40,33 <0,0001
BD 0,4069 1 0,4069 0,1027 0,7538
CD 67,25 1 67,25 16,96 0,0012
B? 14,86 1 14,86 3,75 10,0749
c? 0,0014 1 0,0014 0,0004 0,9853
D? 28,72 1 28,72 7,25 10,0185
AB? 35,64 1 35,64 8,99 10,0103
AC? 18,47 1 18,47 4,66 0,0502
B*D 36,77 1 36,77 9,28 0,0094
Residual 51,53 13 3,96
Lack of Fit 30,33 9 3,37 0,6359 0,7374 not significant
Pure Error 21,20 4 5,30
Cor Total 1581,15 28

Fit Statistics
Std, Dev, 1,99 R? 0,9674
Mean 38,78 Adjusted R? 0,9298
CYV, % 5,13 Predicted R? 0,8392

Adeq Precision 24,0752
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ANOVA for Reduced Quadratic model

Response 6: Al(%0)

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
Model 126,27 8 15,78 10,03 <0,0001 significant
A-US Power 21,56 1 21,56 13,69 0,0014
B-Enzyme Treatment 0,1423 1 0,1423 0,0904 0,7668
C-Application time 67,67 1 67,67 42,99 <0,0001
D-AFT 31,28 1 31,28 19,87 0,0002
AB 0,4654 1 0,4654 0,2957 0,5926
AC 0,0016 1 0,0016 0,0010 0,9745
B? 491 1 491 3,12 0,0926
c? 0,0306 1 0,0306 0,0194 0,8906
Residual 31,48 20 1,57
Lack of Fit 15,96 16 0,9977 0,2572 0,9784 not significant
Pure Error 15,52 4 3,88
Cor Total 157,75 28
Fit Statistics
Std, Dev, 1,25 R? 0,8004
Mean 5,79 Adjusted R? 0,7206
CV, % 21,65 Predicted R? 0,5948

Adeq Precision 11,4151
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ANOVA for Linear model
Response 7: APV

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
Model 0,1350 4 0,0338 15,40 <0,0001 significant
A-US Power 0,0075 1 0,0075 3,42 0,0766
B-Enzyme Treatment 0,1200 1 0,1200 54,77 < 0,0001
C-Application time 0,0075 1 0,0075 3,42 0,0766
D-AFT 2,776E-17 1 2,776E-17 1,267E-14  1,0000
Residual 0,0526 24 0,0022
Lack of Fit 0,0326 20 0,0016 0,3259  0,9599 not significant
Pure Error 0,0200 4 0,0050
Cor Total 0,1876 28

Fit Statistics

Std, Dev, 0,0468 R? 0,7197
Mean  0,1207 Adjusted R* 0,6729
CV,% 38,78 Predicted R? 0,6191

Adeq Precision 12,8625
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ANOVA for Reduced Quadratic model

Response 8: AE

Transform: Power

Lambda: 1.6, Constant: 52.6

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
Model 60671,69 6 10111,95 16,02 <0,0001 significant
B-Enzyme Treatment 0,7332 1 0,7332 0,0012 0,9731
C-Application time 6634,96 1 6634,96 10,51 0,0037
D-AFT 29516,65 1 29516,65 46,77 <0,0001
BC 344352 1 3443,52 5,46 0,0290
CD 2743,79 1 2743,79 4,35 10,0489
D? 18332,03 1 18332,03 29,05 <0,0001
Residual 13883,69 22 631,08
Lack of Fit 7482,67 18 415,70 0,2598 0,9802 not significant
Pure Error 6401,02 4 1600,26
Cor Total 74555,38 28

Fit Statistics
Std, Dev, 25,12 R? 0,8138

Mean 628,16 Adjusted R? 0,7630

CYV, % 4,00 Predicted R? 0,6331

Adeq Precision 16,4843
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ANOVA for Reduced Cubic model

Response 9: A BI

Transform: Square Root

Constant: 154

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
Model 182,20 6 30,37 7,01 0,0003 significant
D-AFT 32,58 1 32,58 7,52 0,0119
BC 27,30 1 27,30 6,30 0,0199
A? 31,48 1 31,48 7,27 0,0132
AC? 16,96 1 16,96 3,92 0,0605
B*C 42,06 1 42,06 9,71 0,0050
BC? 31,81 1 31,81 7,35 0,0128
Residual 95,27 22 4,33
Lack of Fit 53,42 18 2,97 0,2837 0,9729 not significant
Pure Error 41,85 4 10,46
Cor Total 277,47 28
Fit Statistics
Std, Dev, 2,08 R? 0,6566
Mean 9,60 Adjusted R? 0,5630
CYV, % 21,67 Predicted R? 0,4949

Adeq Precision 12,5687
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ANOVA for Reduced Linear model
Response 10: Temperature Change

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
Model 11410,12 2 5705,06 100,43 <0,0001 significant
A-US Power 5711,60 1 5711,60 100,55 <0,0001
C-Application time 5698,52 1 5698,52 100,32 <0,0001
Residual 1476,90 26 56,80
Lack of Fit 1404,81 22 63,86 3,54 0,1137 not significant
Pure Error 72,09 4 18,02
Cor Total 12887,03 28

Fit Statistics

Std, Dev, 7,54 R?

0,8854

Mean 69,79 Adjusted R?

0,8766

CV,% 10,80 Predicted R

0,8511

Adeq Precision 35,9790
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