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ONSOZ

Bu tez iilkemizin 6nemli ihrag iirtinlerinden findigin ihracatinda karsilagilan en énemli sorun
olan aflatoksin kontaminasyon riskini azaltmak amaciyla findiklarin islenmesi sirasindaki bazi
basamaklarin findiklardaki aflatoksinler {iizerine etkisi hakkinda hazirlanmistir. Calisma
sonunda iilkemizdeki findik isleme kuruluslarinin yaninda basta Avrupa olmak iizere tiim
diinyadaki findik isleme igletmelerinde uygulanabilecek sonuglar elde edilmistir.

Tez ¢alismalart boyunca gerek findik isleme firmalarinin yardimiyla sanayi 6lgekli denemeler,
gerekse TUBITAK MAM Gida Enstitiisii’'nde yer alan makinalardan faydalanilarak pilot
Olcekli denemeler gerceklestirilmistir.

Bu calismanin gerceklestirilmesinde basta danismanim Prof. Dr. Inci Arisan ATAC olmak
izere, TUBITAK MAM Gida Enstitiisii Miidiirii Do¢. Dr. Giiner OZAY’a, cok Onemli
destekleriyle tiim deneylerin ve uygulamalarin gerceklestirilmesini saglayan TUBITAK
MAM Gida Enstitiisii ¢alisanlarindan Dr. Ferda SEYHAN, Ceyda Pembeci KODOLBAS,
Nihat OZCAN, Elmas OKTEM, Omer Ethem OZSOY, Basri CIRAK, Ozcan KUBAT, Serdar
YUCEL ve Dog. Dr. Cesarettin ALASALVAR’a, tiim doktora ¢alismam boyunca benden
destegini esirgemeyen ve tiim calismalarimda bana yardimci olan esim Banu OZER’e
tesekkiir ederim.

Bu tezin hazirlanmasinda Findik Tamitim Grubu tarafindan desteklenen 5074118 nolu “Findik
llave Isleme Siireclerinin (Further Processing)  Aflatoksin Uzerine Etkisi” projesinin
sonuclarindan faydalanilmaistir.



OZET

Findiklardaki aflatoksin kontaminasyonu bircok iiretici iilke icin ciddi bir problemdir. Kiif
olusumunun ve aflatoksin iiretiminin findik iiretim ve isleme asamasinda onlenmesi anahtar
¢Oziimdiir. Olgunlagsma doneminde kiif bulagikligini azaltmak icin yapilan bahcede yapilan
“Iyi Tarim Uygulamalarr” ve hasat ve hasat sonras1 dénemde kontaminasyonu &nlemek igin
yapilan “Tehlike Analizi ve Kritik Kontrol Noktas1” uygulamalari aflatoksin bulasma riskini
azaltmaktadir.

Bu calismada findiklara uygulanan ilave islemlerin (kavurma, zar atma ve ayirma) findiktaki
aflatoksin kontaminasyonunu azaltici etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Aflatoksinlerin
findiklarda diisiik konsantrasyonlarda bulunmasi ve dagiliminin heterojen olmasi sebebiyle,
dogal kontamine findiklarin yaninda yapay olarak belirli diizeylerde (10pg/kg ve 20ug/kg)
aflatoksin icerecek sekilde toksijenik kiif (Aspergillus flavus) inokule edilmis findiklar da
kullanildi. Islemenin aflatoksinlere etkisini belirlemek icin aflatoksinlerle dogal kontamine
olmus findiklar findik isleme firmalarinda genel uygulamalarla (kavurma, zar atma, mekanik
ayirma ve elle ayirma) islendi, yapay olarak kontamine edilmis findiklar TUBITAK MAM
Gida Enstitiisii Pilot Tesisleri’nde kavurma (120-125°C’de 30 dakika), zar atma ve elle ayirma
islemlerine tabi tutuldu.

Islemenin aflatoksin kontaminasyonuna etkisini belirlemek igin her isleme basamagindan
once ve sonra numune alindi ve numuneler aflatoksin igerigini belirlemek tizere HPLC
(Fluoresans dedektor) ile analiz edildi. Elde edilen sonuglara gore kavurma elle ayirma
mekanik ayirma ve zar atma gibi islemlerin findiklardaki aflatoksin kontaminasyonunu
azalttigi ve her islem basamagindan sonra Aflatoksinlerin zarda ve reddedilen findiklarda
(zarar gormiis, ayrilmis) yogunlastigi goriilmiistiir. Islemeden sonra findiklarin aflatoksin
kontaminasyonundaki ortalama azalma %98 olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin, findik, kavurma, isleme
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EFFECT OF PHYSICAL AND THERMAL PROCESSES ON AFLATOXINS IN
HAZELNUT

ABSTRACT

Aflatoxin contamination of hazelnuts is a serious problem for many producing countries.
Prevention of mould growth and aflatoxin production throughout the hazelnut production and
processing chain is the key solution. The application of “Good Agricultural Practices” in
orchards to reduce mould infection during the growing stage and “Hazard Analysis and
Critical Control Point” approach to prevent contamination during harvest and postharvest
stages results in minimization of aflatoxin risk.

In this study, it was aimed to determine the effect of further processing (roasting, blanching
and sorting) on reduction of aflatoxin contamination in hazelnuts. Artificially toxigenic mould
(Aspergillus flavus) inoculated hazelnuts at certain aflatoxin levels (10pug/kg and 20ug/kg)
and naturally aflatoxin contaminated hazelnut lots were used because of constraints due to the
fact that aflatoxin contamination tends to be low and distribution of contaminated kernels is
extremely heterogeneous. Artificially infected lots were roasted (30 minutes at 120-125 °C),
blanched and hand sorted in the pilot plant, while naturally aflatoxin contaminated hazelnut
lots were processed using the industrial processing facilities according to the general
applications prior to marketing (roasting, blanching, mechanical and hand sorting) to evaluate
aflatoxin reductions achieved through processing.

Samples were taken and analyzed by HPLC with fluorescence detection for aflatoxins before
and after each processing stages to demonstrate the effect of each process on the reduction of
aflatoxin contamination. As a result, further processing such as roasting, hand and/or
mechanical sorting and blanching consistently reduces aflatoxin contamination in hazelnuts.
After each processing step, aflatoxins were concentrated in the hazelnuts contained in the skin
and reject streams (pick-outs, damaged kernels). The average reduction of aflatoxin
contamination in hazelnut after processing was 98%.

Keywords: Aflatoxin, hazelnut, roasting, processing
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1. GIRIS

Avrupa Birligi (AB) giimriikleri hizli gida uyan sisteminden 2001 yilinda, 10 iiye devlet
tarafindan Tiirkiye’den ithal edilen incirler i¢in 16 ve findiklar i¢in 4 kez aflatoksin limitini
astigim1 gosteren uyar1 yapilmistir. 2002 yilinda ise 11 iiye devletten incir i¢in 23 ve findik
icin 62 uyarnt mesaji alinmistir. Yasanan bu tiir sorunlar nedeniyle Tiirkiye’de aflatoksin

limitlerine uyum ile ilgili ¢esitli yasal diizenlemeler getirilmesine karar verilmistir.

AB Komisyonu 2002 yilinda aldig bir kararda; Tiirkiye orijinli kurutulmus incir, fistik ve
daha az miktarda da findiklarda aflatoksin B; ve toplam aflatoksin kontaminasyonu
bulundugu, bu iiriinlerde Tiirkiye’den ayrilmadan 6nce aflatoksin miktarlarinin tespit edilmesi
gerektigi ifade edilmisti (DG SANCO / 1256/2000 MR Final). 1 Mart 2002’den itibaren AB
tilkelerine ihra¢ edilecek her parti findiktan numune alinarak analize tabi tutulmakta ve AB
limitlerine uygun olmasi durumunda Saglik Sertifikasi diizenlenerek ihra¢ edilmektedir. AB
digindaki diger diinya iilkeleri de aym sistemle ithalat yapmaya baslamislardir (Akpinar ve

ark. 2008).

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ve Birlesmis Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) biinyesinde 1963
yilinda kurulan Kodeks Alimentarius Komisyonu (CAC) biinyesinde (Gida Maddelerinde
Bulasanlar Kodeks Komitesi - CCCF); iilkemiz iiretim ve ihracati acisindan énemli bir yere
sahip olan findik, antepfistif1 ve kuru incir ile ilgili calismalar yiiriitiilmektedir. Bu iirtinlerin
ozellikle AB'ye ihracatindaki sorunlarin basinda AB'nin diisiik aflatoksin limitleri
gelmektedir. 2004 yilindan beri CAC’da siirdiiriillen bu c¢alismalar sirasinda findik ve
antepfistik icin aflatoksin limitlerinin islenmemis ve islenmis olmak {iizere ayn ayn
belirlenmesi gerektigi vurgulanmistir. Boylece findiklara uygulanan fiziksel ve 1s1l siireglerin

aflatoksinler iizerine etkisinin 6nemi giindeme gelmistir.

Bugiine kadar findik disindaki aflatoksin riski iceren cesitli sert kabuklu meyvelerdeki
(badem, fistik) ilave igleme siire¢lerinin iiriindeki aflatoksin kontaminasyonuna etkisi ile ilgili
calismalar yiiriitiilmiis olmasina karsin findik icin bu konuda kapsamli bir bilimsel ¢alisma

yapilmamuistir.

Sicaklik, bagil nem gibi bir cok cevresel faktoriin aflatoksin olusumuna etki ettigi
bilinmektedir (Ozay ve ark., 2008, Northolt ve ark., 1976; Chiou ve ark., 1984; Denizel ve
ark., 1976a,b). Sert kabuklu meyvelerde kabuk kiiflere ve diger mikroorganizmalara kars1 iyi
bir bariyer olmakla birlikte (Bayman ve ark., 2002; Campbell ve ark., 2003); kabugun bocek

veya diger faktorlere bagh olarak zarar gérmesi, toprak ile temas, depo kosullari, kurutma



sirasinda sicaklik ve bagil nem gibi faktorlere bagl olarak aflatoksin olusumu ve bulagma
diizeyi artabilmektedir. Aflatoksin riskini azaltmanin en etkili yolu gidalarin toksijenik
kiiflerle bulasmasinin ve toksin iiretiminin engellenmesidir. (Magan ve Olsen, 2004; Barung
ve ark., 2006). Bulagsmanin oldugu gida maddesinin bilesimi (Sakai ve ark., 1984), depolama
siiresi, boceklerden kaynaklanan hasarlar, kabugun zarar gérmesi kiif gelisimini ve toksin
olusumunu etkileyen diger faktorleridir. (Schatzki ve Ong, 2001; Campbell ve ark., 2003). Bu
faktorlerin etkilesimi kif gelisimi ve toksin olusumu iizerine farkli sonuclar
dogurabilmektedir. Bu nedenle toksin olusumundan sonra bulagik tanelerin diger tanelerden
ayirt edilebilmesi ve uzaklastirilmasi farkli asamalara bagli olacaktir. ilave islemlerin sert
kabuklu meyvelerde aflatoksin riskini azaltici etkisi {izerine fistiklarda (Schatzki ve Pan,
1996, 1997) ve bademlerde (Almond Board Report Summary, 2002) kapsamli caligmalar

yapilmistir.

Amerika’da fistik isleme Iyi Uretim Uygulamalar1 (GMP) kurallarina gore yapilmakta ve
mekanik hasat yapilarak fistiklarin toprakla temasi kesilmektedir. Amerika’da islenen
fistiklarda aflatoksin olusumunun tamamen bahgede oldugu ve isleme sirasinda artmadigi
gozlenmistir (Schatzki ve Pan, 1996). Yine Schatzki ve Pan (1997) tarafindan yapilan
calismaya gore kiiciik fistiklarda aflatoksin dagilimi incelendiginde, aflatoksin oram1 8ng/g
olarak tespit edilmis ve ayiklanmamig fistiklardan 5-7 kat daha fazla toksin icerdigi
saptanmistir. Tiim bu caligmalar hasat sirasinda aflatoksin riski tasiyabilecek iirtinlerin
ayiklanmasinin yiiksek Onemini ortaya koymaktadir. Hasat ve hasat sonrasi islemlerin
aflatoksin olusmasinda ve dagilimindaki etkileri Schatzki ve arkadaslari tarafindan 1995
yilindan itibaren c¢alisilmis ve bir dizi makale olarak yayimnlanmistir. (Schatzki ve Pan,1996;
Schatzki ve Pan, 1997; Schatzki ve Ong 2001). 1981-1991 doneminde yapilan ¢alismalarda,
hasat ve isleme kosullarimin iyilestirilmesi ile fistiklarimin aflatoksin seviyesi 10ng/g’dan
1.5ng/g’a diistirlilmiistiir. Ayrica hasat sirasinda kaliteli iirlin i¢in fistiklarin ayiklama
isleminden gecirilmesi bulasma riskini 2-4 kat azaltmistir (Schatzki, 1995a ve b). Yapilan
calismalarda aflatoksinli tanelerin %90’ 1min %4.6 diisiik kaliteli iirtinlerden kaynaklandigi ve

bu tiir iiriinlerin ayrilmasinin aflatoksin oranimi 10 kat azalttig1 sonucuna varilmistir.

Badem Komisyonu (Almond Board) tarafindan bademlerle ilgili olarak yiiriitillen ¢caligmada
ise aflatoksin diizeyinden bagimsiz olarak beyazlatma, elle veya mekanik olarak ayiklama
gibi ilave islemlerin uygulanmasi ile bademlerde aflatoksin miktarinin %97 azaltilabilecegi ve
aflatoksinli iiriinlerin daha c¢ok c¢iiriik ve hasarli iirlinlerde ve beyazlatma sonrasi badem

zarinda yogunlastig1 tespit edilmistir (Almond Board Report Summary, 2002).



Fiziksel islem veya ayiklama islemi sonrasinda aflatoksin diizeyindeki azalma ile ilgili
calismalar yerfistiklari, ceviz, badem ve fistiklarla ile ilgili olarak yapilmis olmasina ragmen
findiklarda su ana kadar bilimsel bir caligma yapilmamistir. Calismada aflatoksin ile dogal
kontamine ve yapay olarak kontamine edilmis findiklarla ¢calisilmistir. Ayrica hem endiistriyel
Olcekli isleme tesisleri kullanilmis hem de pilot 6lgekli ¢alismalar gerceklestirilmistir. Bu
calisma ile isletmelerde findiga uygulanan boylama, elle ayiklama, beyazlatma ve kavurma
islemleri gibi fiziksel ve 1s1l iglemlerin mevcut aflatoksini azaltici etkilerinin belirlenmesi

amaclanmigtir.



2. GENEL

2.1 Kiifler

Kiifler c¢ok hiicreli ve miselli morfolojiye sahiptirler. 30-110 pm c¢apindaki tiibiiller
hiicrelerden olusurlar ve cesitli renklerdeki yapisi ile karakterizedir (Sekil 2.1, 2.2, 2.3).
Kiifler havada bulunan bircok ince spordan gelisirler. Bu mikroorganizmalar genellikle
bakteriler ve mayalardan daha biiyiik pH degisiminde bulunabilmekte ve daha biiyiik sicaklik
varyanslarina sahiptirler. Bundan dolay1 engok sevdikleri pH 7 civarinda olup, 2-8 araligini da
tolere edebilir. Kiifler normal oda sicakligindan soguga nazaran daha fazla hoslanirlar ve 90
civarindaki minimum su aktivitesine izin verirler, az miktardaki ozmofilik kiifler 60 kadar
diisiik su aktivitesinde bile gelisebilirler. 90 veya iizeri su aktivitesinde bakteri veya maya
daha efektif olarak gelisirler ve kiiflerden daha fazla gelisebilmek icin var olan besinleri
kullanirlar. Su aktivitesi 90 civarina geldiginde kiifler rahatlikla gelisirler. Diisiik nem
icerigine sahip olan gidalardan unlu mamuller, peynirler ve kuru yemisler kiif gelisimi ile ¢ok

fazla bozulurlar (Marriott, 1995).

Tarimsal {irlinlerin iiretimden hasat, depolama ve tiikketimine kadarki evrelerde kiifler
tarafindan meydana getirilen zararlanmalar Snem tasimaktadir. Tarimsal iirlinlerin ve
gidalarin kiiflerle kontamine olmalari sonucunda saglik problemlerinin yanisira kalite ve
ekonomik kayiplar da meydana gelmektedir. Yapilan tahminlere gore diinya genelinde
iretilen gida ve diger tarimsal riinlerin %5-10"u kiifler tarafindan insan ve hayvanlarin
tilketemeyecekleri diizeyde bozulmaya ugratilmaktadir. Bunun neden oldugu ekonomik
kayiplar sadece Avustralya i¢in 10 milyon USD ve diinya geneli i¢in tahmini 16 milyar USD
olarak bildirilmektedir (Pitt ve Hocking, 1985).

Kiiflerin tarimsal iiriin ve gidalarda meydana getirdikleri zararlanmalar, konidial gelismeleri
veya sebep olduklar1 oksidasyon sonucu olusturduklari renk degisimi, dane ve iiriin hasarlari,
cesitli enzimatik ve oksidatif reyaksiyonlara sebep olmasi sonucu ortaya cikan zararlardir.
Fakat biitiin bunlarin yanisira saglik agisindan en Onemli zarart uygun ortamlarda iiretmis

olduklar ikincil metabolitlerinden “mikotoksin’ ad1 verilen toksinlerdir (Moreu, 1979).

Kiiflerin toksik karakterleri oncelikle genetik 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Genellikle
kiiflerin iirettikleri toksinler 6zgiin toksinlerdir yani her kiif her toksini iiretmez. Ancak yine
de kesin sinirlamaya gitmek dogru olmayabilir. Ciinkii bir kiifiin baz1 zamanlarda birden fazla

toksini sentezlemesi soz konusudur (Wyllie and Morehouse, 1977; Ciegler and Kadis, 1971).



Kiiflerin mikotoksin iiretebilme potansiyelleri ile ilgili ¢esitli gidalarda yapilan ¢aligmalarda
(Cizelge 2.1) toksin iiretebilen kiif oraninin gidanin 6zelligine bagh olarak cesitli iiriinlerde
%3,7-55 arasinda oldugu yapilan arastirmalar tarafindan belirtilmektedir (Munimbazi, C., ve
ark. 1996, Vazquez Belda, B., ve ark. 1996, Doster, M.A., ve ark. 1994, Freitas Costa, ve ark.
2002, Jayaraman, P; ve ark. 1990, Kamphuis, H.J, ve ark. 1992).

Cizelge 2.1 Kiiflerin mikotoksin iiretebilme potansiyelleri ile ilgili yapilan ¢calismalar

Gida Maddesi Isolasyon Adedi Rastlama Yiizdesi Kaynak
Burundi’den  ¢esitli | 95 izolasyon %38,9-A. Flavus Munimbazi, C., ve
gidalar o ark. 1996
9%100-A. Paraciticus

Arzua’da peynir | 120 Aspergillus tiirii | %19 Vazquez Belda, B.,
yapim birimleri ve ark. 1996
California fistiklar 11 Aspergillus sp. %65 Doster, M.A., ve

ark. 1994

Brezilya kahvesi

% 24.6 mikotoksin

%13.1 aflatoksin

Freitas Costa, ve ark.

2002

Piring¢ kepegi 34 ornek %355,2 toksijenik Jayaraman, P; ve
ark. 1990
Misir 35 Oornek %5,7 Kamphuis, H.J, ve

ark. 1992




Sekil 2.1 Aspergillus flavus, petride (http://www.moldbacteria.com/Aspergillus_flavus.gif)

Sekil 2.2 Aspergillus flavus
(http://www.pfdb.net/photo/mirhendi_h/box020909/standard/a_flavus_s.jpg)




Sekil 2.3 Aspergillus flavus, ii¢ boyutlu gériiniimii
(http://www.iagm.com/images/pics/Aspergillus1.jpg9




2.2 Mikotoksinler

Mikotoksinler kiif hifleri ve sporlar icerisinde olusturulan ve iizerinde bulundugu iiriin ve
gida maddesine salgilanabilen, kiiciik molekiil yapisina sahip bilesiklerdir. Mikotoksinler

ikincil, yani “sekonder metabolitler” olup, kiifiin vejatatif gelisiminin sonunda olusturulurlar.

Kiifler, gidalarin protein, yag ve karbonhidratlarin1 enzimatik faaliyetlerle parcalayarak
gidanin dokusunu degistirmekte, yag iceriginin azalmasina, serbest yag asiti miktarinin
artmasina, proteinlerin parcalanmasina, amino asit bilesiminde degisime, renk degisimine,

kotii koku olugmasina, tat degisimlerine ve agirlik kaybina yol agmaktadir.

Mantarlar, hasar gérmiis dokular iizerinde daha kolay gelistiginden bitkiyi buralardan kolayca
etkilemektedir. Mantarlar bu sekilde bitki dokularini fiziksel olarak yaralamak suretiyle
gidalara zarar verdikleri gibi, salgiladiklar1 mikotoksinlerle de bu gidalarla beslenen insan ve

hayvanlara zarar verebilirler.

Uriin iizerinde kiif iiremesi mutlaka toksin iiretecegi anlamima gelmemektedir. Ciinkii kiiflerin
tiimii mikotoksin iiretmemektedir ve mikotoksinler, gida ve yem maddesine daha dnceden
bulasmis kiifler tarafindan ancak uygun fiziksel ve c¢evresel kosullar bulundugunda
tiretilebilmektedir. Bununla birlikte iirlin iizerinde kiife rastlanilmamasi o iirinde daha
onceden mikotoksin olugmadigl anlamina da gelmemelidir Ciinkii olusan mikotoksin, {iriin
tizerinde kiif oldiikten veya uzaklastinldiktan sonra bile uzun siire kalabilmektedir.
Mikotoksin olusumunu tek bagina veya birlikte etkileyen faktorlerden en onemlileri, kiifiin
cinsi yani toksin tireten bir kiif olup olmadigi, kiifiin iirline bulasma miktari, iiriiniin olgunluk
durumu, iriiniin bilesimi, {irliniin nem icerigi, ortam sicakligt ve depolama kosullaridir.
Mikotoksinlerin iiriinde gelisip mikotoksin olusturmalarim etkileyen faktorler Cizelge 2.2°de
seklinde gosterilmistir. Giiniimiizde 300 civarinda mikotoksinin varligi tespit edilmis olup,

350 kadar kiif tiiriiniin bu mikotoksinleri olusturdugu bilinmektedir.



Cizelge 2.2 Mikotoksinlerin iiriinde gelisip mikotoksin olusturmalarini etkileyen faktorler

Fiziksel Faktorler Kimyasal Faktorler Biyolojik Faktorler
Kurutma hizi CO,, Mikroorganizma yiikii
Bagil nem 0, Mikrobiyal flora
Sicaklik Mineral icerigi Bocek zarar

Mekanik zarar

Kimyasal iglemler

Hastalik zarari

Pacal yapilmasi

Subsratin 6zelligi

Bitki gesidi

Kizigsma

Bitki stresi

Bir gida da, bazen daha hammadde iken tarlada veya bahcede, hammaddeyi satin alarak belirli

siire depolayan aracilarda, gidalarin islenmesi sirasinda, perakende satis noktalarinda ve/veya

evlerde depolama sirasinda dogal olarak veya yanlis uygulamalarin bir sonucu olarak kiifler

gelisip cogalabilmekte ve mikotoksin tiretebilmektedir.

Belirli bir kiif tiirii birden fazla farkli mikotoksin olusturabilmekte ve bir ¢esit mikotoksin

farkli kiifler tarafindan tiretilebilmektedir. Mikotoksin iireticisi oldugu bilinen ve diinyada en

yaygin rastlanilan kif tiirleri Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsleri iginde yer

almaktadir. Sozii edilen kiiflere siklikla yagli tohumlar, misir, baklagiller, baz1 baharatlar,

arpa ve en ¢ok da findik, fistik gibi kabuklu meyvelerde rastlanmaktadir. Diinyada yaygin

olarak rastlanilan mikotoksin iireticisi kiifler ve olusturdugu mikotoksinler Cizelge 2.3’de

verilmistir. (Akpinar, Teknik rapor)
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Cizelge 2.3 Diinyada yaygin olarak rastlanilan mikotoksin {iireticisi kiifler ve olusturdugu

mikotoksinler

KUFLER OLUSTURDUGU MIiKOTOKSINLER
Aspergillus flavus Aflatoksin,aflatrem, siklopiazonik asit
Aspergillus parasiticus Aflatoksin
Aspergillus clavatus Patulin, sitokalasin E, tryoquivaline
Aspergillus niger Malformin, okzalik asit
Aspergillus ochraceus Okratoksin, penisilik aist
Fusarium culmorum Trikotesen, zearelenon
P. verrucosum var. Cyclopium | Penitrem A, siklopiazonik asit, penisilik aist, okratoksin
P. verrucosum var. Verrucosum | Okratoksin, sitrinin, viridicatum, xanhomegnin
Penicillum citrinum Sitrinin

Tiirkiye’de yakin zamanda yapilan bir calismada da, cogunlukla Cizelge 2.3’deki kiif
cinslerine ait tiirlerin bulundugu, 819 kiif tiirliniin %16’sinin mikotoksin iiretme 6zelliginde
oldugu saptanmistir. Baska bir caligmada ise, Karadeniz bolgesine ait 61 adet findik 6rneginin
44 adetinde (% 72.13) Aspergillus spp., 33 adedinde (% 54.09) Penicillium spp. ve 6
adedinde (% 9.83) de Fusarium spp. tesbit edilmistir (Taydas, Teknik Rapor).
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2.2.1 Aflatoksinler

Aflatoksinler diinyada en ¢ok bilinen ve en ¢ok arastirilan mikotoksinlerdir. Aflatoksinler
diinyanin her yerinde ciftlik hayvanlar, evcil hayvanlar ve insanlarda aflatoksikosis gibi
cesitli hastaliklarla ilgilidir. Aflatoksinlerin olugmalar1 bazi ¢evresel faktorlere baghdir; bu
nedenle kontaminasyonun miktar1 cografi yerlesime, tarimsal ve bilimsel tarimsal caligsmalara
ve hasat, depolama ve/veya isleme esnasinda kiiflerin saldirisina karsi iiriinlerin hassasiyetine

gore degisir.

Aflatoksinlere hassas laboratuar hayvanlarina karsi potansiyel kansorejen olmasindan ve
insanlara kars1 akut toksikolojik etkilerinden dolay1 diger mikotoksinlere nazaran daha fazla
ilgi duyulmaktadir. Kesin bir giivenlik elde edilmesinin imkansiz oldugu anlasildiktan sonra,
bircok iilke aflatoksin riskini sinirlamak amaciyla gida ve yem olarak kullanilacak iiriinlerde

kat1 diizenlemelere basvurmustur.

1960 yilinda Ingiltere'de kanatl hayvan ciftliklerinde 100.000'den fazla hindinin 6lmesi ile
yeni bir hastalik adlandirlmistir; “Hindi X hastaligi”. Daha sonradan bu durumun sadece
hindilerle sinirli olmadigi da anlasilmistir. Yavru 6rdekler ve geng siiliinler de bu olaydan
etkilenmis ve agir Olumler gozlenmistir. Yapilan yogun arastirmalar gostermistir ki bu
Olumler Brezilya’dan ithal edilen ve yeme katilan yer fistig1 kiispesi ile iliskilidir. Daha sonra
yapilan ¢alismalarda aflatoksinlerin bircok gida maddesinde olustugu belirlenmistir (Taydas,

Teknik Rapor).

1960'da toksinin yapis1 itibariyle, fungal kaynakli olabilecegi ortaya atilmistir. Toksin
olusturan kiif Aspergillus flavus (1961) olarak tespit edilmis ve toksine kaynagindan dolay1

Aflatoksin (A. flavus + toksin) ismi verilmistir. Bu bulus ile insanlarda ve diger memelilerde

hastaliklara ve hatta o6liime bile neden olan ve gida veya yemlerde kontaminant olarak

bulunan bu potansiyel zararli maddelerin farkina varilmistir.

Ulkemiz agisindan aflatoksin sorunu 1960’11 yillarda giindeme gelmistir. Aflatoksin sorunu
1967 yilinda Kanada’ya gonderilen 10 ton i¢ findigin, 1971 yilinda da ABD’ye ihrag¢ edilen
45 parti antepfistiginin 31 partisinin aflatoksin icerdigi gerekcesiyle geri ¢evrilmesi sonucu

ortaya ¢cikmistir (Heperkan, 2005).

Calismalar gostermistir ki, aflatoksin oncelikle ve cogunlukla A. Flavus 'un bazi suslari
tarafindan {iretilmektedir, ayrica A. Parasiticus 'un tim suslart iiretmektedir.
Baglica dort adet aflatoksin vardir: By, By, Gy, Gy. By ve B, aflatoksinleri UV 15181 altinda

mavi fliloresan vermelerinden, G; ve G, aflatoksinleri ise yine UV 15181 altinda sari-yesil
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fliioresan vermelerinden dolayi, farkli yapilara sahiptir. Buna ek olarak, iki metabolik {iriin
olan aflatoksin M; ve M, de gida ve yemlerin direk kontamine olduklarinin gostergesidir. Bu
aflatoksinler ilk kez aflatoksinli yemlerle beslenen hayvanlarin siitlerinden izole edilmislerdir

ve bundan dolay1 M olarak gosterilmislerdir.

Bu toksinler birbirlerine ¢ok benzer yapilara sahiptirler ve yiiksek derecede oksijenlenmis
bicimde benzersiz bir gruptur, dogal olarak heterosiklik bilesiklerden meydana gelirler.
Toksijenik A.flavus Kkiiltiirleri ve aflatoksin ile kontamine olmus iiriinlerdeki biyolojik
aktiviteden aflatoksin B; ve daha az olarak da aflatoksin G1 sorumludur. Bu durum, her iki
toksinin terminal furan halkasininin 8, 9 karbon pozisyonunda bir doymamis baga sahip
olmasiyla iliskilendirilmektedir (Groopman ve ark., 1988). Aflatoksin B,, B;’in, aflatoksin G,

de Gy’in dihidro tirevleridir (Betina, 1989) ve “in vivo” kosullarda metabolik olarak B, ve

Gy’e okside olmadiklan siirece biyolojik olarak inaktiftirler (Groopman ve ark., 1988).

Aflatoksin M1 ve M,, aflatoksin B1 ve By’nin hidroksi tiirevleridir, aflatoksin M2 ayni
zamanda, dihidro-aflatoksin M “dir (Sekil 2.4). Aflatoksin B, ve Gi’in hemiasetal tiirevleri
olan aflatoksin B, ve G, da, A.flavus’un dogal metabolitleri olarak izole edilmislerdir. Bu
turevler, aflatoksin B1 ve G’in asit ortamda hidroksillenmesi ile de elde edilmektedir ve bu

ozellikten aflatoksin B, ve G,’in dogrulanmasinda yararlanilmaktadir (Betina, 1989).

Aflatoksinler, metanol, kloroform ve diger bircok organik coziiciide ¢o6ziinebilmektedir.
Ancak sudaki ¢oziiniirliikkleri azdir (10-30 pg/mL). Toksinler, UV 151811 (362 nm) kuvvetle

absorblarlar ve aflatoksin B, ve B, i¢in 425 nm de; aflatoksin G, ve G igin ise 450 nm de

floresan emisyonu olustururlar. Aflatoksinler gida ve yem maddelerinde ¢ok stabildir, ancak
cok diisiik veya yiiksek pH’larda (3’den az ve 10’dan biiyiik), okside edici ajanlarla ve oksijen
olan ortamda UV 1s18ina maruz kaldiklarinda hizla aktivasyonlarini yitirirler (Groopman ve

ark., 1988).
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2.2.2 Aflatoksinlerin olusumu

Aflatoksin siklikla hasattan once tarlada ekinlerde olusur. Eger ekinin kurutulmasi aksatilirsa
ve depolama esnasinda kiif gelisimi icin su miktarinin kritik degerleri asilirsa hasat sonrasi
kontaminasyonu gozlenir. Bocek ve kemirgen istilas1 da bazi depolanmis iiriinlerde kiif

gelisimini kolaylastirir.

Aflatoksinler genellikle siitte, peynirde, misirda, fistikta, pamuk tohumunda, findikta,
bademde, incirde, baharatlarda ve diger gida ve yem cesitlerinde gozlenir. Siit, yamurta ve et
tiriinlerinin de bazen aflatoksin bakimindan kontamine olmalar1 hayvanlarin aflatoksin igeren

yemlerle beslenmesi sonucu gozlenir.

Kif gelisimi ve aflatoksin kontaminasyonu, kiiflerin ¢evreyle etkilesimin sonucudur. Bu
faktorlerin uygun kombinasyonu ile istila ve substratin kolonizasyonu ve {liretilecek olan
aflatoksinin tipi ve miktar1 tespit edilebilir. Bununla beraber, toksin olusumunu tam olarak
neyin baglattig1 iyi bilinmemesine ragmen, kiif gelisimi i¢in uygun bir substrat gereklidir. Kiif
istilas1 ve toksin tiretimi i¢in su, yiiksek sicaklik ve bitkinin bocekler tarafindan zarar gérmesi
basglica belirleyici faktorlerdir. Benzer olarak kiif gelisimini ve toksin olusumunu, 6zel ekin

bilyiime agsamalar1, zayif giibreleme, yiiksek ekin yogunlugu ve yabani otlar da etkilemektedir.

Aflatoksin olusumu ayrica diger kiif ve mikroplarin gelisimi ile de etkilenmektedir. 6rnegin
yer fistig1 ve misirin hasat oncesi aflatoksin kontaminasyonu yiiksek sicaklik, uzun siireli
kuraklik ve yiiksek bocek aktivitesi ile alakali iken, misir ve yer fistiginin hasat sonrasi

aflatoksin kontaminasyonu 1lik sicaklik ve yiiksek nem ile alakalidir.
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2.2.2.1 Su aktivitesi ve giivenli depolama neminin aflatoksin olusumu acisindan 6nemi

Bilindigi gibi, gida maddelerinin kalite kayiplarinin énlenmesinde ve muhafazasinda, su ve su
ile ilgili parametrelerin 6nemli etkisi bulunmaktadir. Bu parametreler, gida maddelerinin
isleme ve muhafaza siiresince kalitelerinin korunmasinda; su miktari, bagil nem dengesi, su
aktivitesi, kuru madde ve ozmotik basingtir. Herhangi bir gidanin belli bir sicaklikta, degisik
bagil nem kosullarinda tutulmasi ile bir denge olusmaktadir. Bu denge sonucu gida
maddesinin nem igerigi ile, ortam bagil nemi arasinda bir iliski meydana gelmektedir, bu
iliski "sorpsiyon es-sicaklik egrisi" olarak ifade edilmektedir. Fazla nem iceren gida
maddelerinin agirlik kaybiyla elde edilen egriye "desorpsiyon", ortamdan nem alarak, agirlik
artis1 sonucu olusturulan egriye de" adsorpsiyon" es-sicaklik egrisi denmektedir. Her gidanin

deneysel yolla saptanan kendine 6zgii sorpsiyon es-sicaklik egrisi vardir (Labuza, 1984).

Su aktivitesi ile sorpsiyon es-sicaklik egrisi i¢ ice kavramlardir. Bir gida maddesinin su
aktivitesi degeri, ortam denge bagil neminin 100'e oram seklinde ifade edilmektedir. Buna
gore, herhangi bir gida maddesinin nem igerigi bilindigi taktirde, kendi sorpsiyon es-sicaklik
egrisinden su aktivite degeri bulunabilmektedir. Bundan iiriiniin kurutulmasi ve depolama
kosullarinin belirlenmesinde biiyiik Olciide yararlanilmaktadir. Nitekim gida maddelerinin
kurutulmas:1 ¢aligmalarinda desorpsiyon es-sicaklik egrilerinden, kurutulmus gidalarin
muhafaza  kosullarinin  saptanmasinda da  adsorpsiyon  es-sicaklik  egrilerinden

yararlanmilmaktadir.

Gida maddelerindeki kimyasal, biyokimyasal ve mikrobiyolojik degisimleri sinirlayan en
onemli faktor su aktivitesidir. Su aktivitesi diistiikce, gida maddesinin kalite kaybi da

azalarak, muhafaza siiresi uzamaktadir (Labuza, 1982).

Sert kabuklu meyvelerin, dolayisiyla findigin depolanmasindaki en 6nemli husus, dncelikle
diisiik bagil nem (% 50-60) daha sonra diisiik sicaklik (5-10°C) kosullarinin saglanmasidir.
Bagil nemin %60- 70 arasinda oldugu kosullarda, enzimler aktif olmaktadir. % 70'in lizerinde
oldugu zaman da kiifler gelismeye baglamakta ve kalite kaybina neden olmaktadir (Hadorn ve

ark. 1977, 1978).

Gidalarda sorpsiyon izotermi nem igerii ve su aktivitesi arasindaki matematiksel iliskiyi
vermektedir. Su aktivitesi 6zellikle kuru gidalarin kalitesini etkileyen 6nemli bir faktordiir.
Kimyasal reaksiyonlar ve mikrobiyal aktivite su aktivitesine bagl olarak, 0,2-0,4 aralifina
denk gelen ve tek sira su molekiilii olarak adlandirilan diisiik su aktivitesi degerlerinde en

diisiik hizda gerceklesmektedir. Bu degerin iizerinde su aktivitesinde her 0,1’lik artig
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reaksiyon hizint %50-100 oraninda artirmaktadir. Bu etki neme kars1 gegirgen bir ambalaj
malzemesi sonucu kaynaklanabildigi gibi nem gecirgenligi diisiik bir ambalajda sicaklik artisi
ile triiniin su aktivitesinde artis ile de gerceklesebilmektedir. Bu nedenle gida maddesinin
sorpsiyon es-sicaklik egrisinin ve yiiksek sicakliklardaki davraniginin belirlenmis olmasi

gerekmektedir (Labuza, 1984).

Findik %57-62 yag orani ile yaglh bir iiriindiir. Findiklar 3°C, %60 bagil nemde kalitelerini
koruyarak iki y1l depolanabilmektedirler. Bununla birlikte kavrulmus findiklarin kaliteleri 12-
15 giin sonra bozulmaya baglamaktadir (Woodroof, 1975). Mikrobiyal aktivite sonucu
bozulma kadar, kotii tat ve kokularin agiga ¢ikmasina neden olan acilagsma da yagh {iriinlerin
kalitesinin korunmasinda onemli problemlerden biridir. Su aktivitesi yagin oksidasyonunu
etkileyen en onemli faktorlerden biridir (Labuza, 1971). Findiklarin sorpsiyon izotermleri
konusunda simirhi sayida c¢alisma yapilmistir. Kalitenin korunmasi icin isleme ve depolama
sirasinda en uygun kosullarin belirlenmesi ve uygulanmasi gerekmektedir. Fistiklarin
sorpsiyon es-sicaklik egrisi yiiksek su aktivitesinde 20°C’de aflatoksin olusumunun kontrolii
acisindan calisilmig ve 0.87’nin lizerinde Aspergillus flavus’un gelistigi ve 0.88’de aflatoksin
olustugu gozlenmistir. 0.86’nin altinda daha ¢ok rekabetci kserofilik mantarlarin iiremesi ile

aflatoksin olusumu engellenmistir (Denizel, 1976b).

Tek-seviye (monolayer) su igerigi kurutulmus gidalarin fiziksel ve kimyasal stabilitesi
acisindan son derece Onemlidir. Bu seviyede yag oksidasyonu, enzimatik reaksiyonlar,
kararma reaksiyonlari, aroma maddelerinin ve yapisal Ozelliklerinin korunmasi gibi
mekanizmalar en diisiik hizda geceklesmektedir. Tek-seviye su icerigi degeri BET ve GAB
denklemleri ile sorpsiyon es-sicaklik egrileri kullanilarak hesaplanabilmektedir (Labuza,

1984).

Findiklar kurutulduktan sonra isleme alinacaklar1 zamana kadar kabuklu olarak
depolanmaktadir. Kabuklarin ve i¢ kismin kimyasal bilesimleri farklidir. Kabuk kisim daha
cok nem tutan seliilozik maddelerden olusmakta, i¢ kisim ise ¢eside ve yetisme bolgesine gore
farkliliklar gosteren %355-65 oraninda yag icermektedir. Bu nedenle kabuklu ve islenmis
findiklarin su aktivite degerli farkli nem iceriklerine tekabiil etmektedir. Tiim bu 6zellikler
dikkate alindiginda tek bir giivenli depolama nem iceriginden s6z etmek dogru olmayacaktir.
Ancak, naturel findiklarin %70 Bagil Nemin altinda depolanmasi kiifler ve toksin iiretiminin
engellenmesi i¢in yeterlidir. Kavrulmus findiklarda ise su aktivitesi 0.30-0.20 civarlarinda
oldugundan iiriinlerin agik olarak %70 Bagil Nemde depolanmasi iiriiniin tekrar nem almasina

ve gevreklik gibi duyusal ozelliklerin bozularak, acilagsma reaksiyonlarinin hizlanmasina
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neden olacagindan nem gecirmeyen ambalaj malzemesi ile paketlenerek depolanmasi

onerilmektedir (TUBITAK MAM Gida Enstitiisii, 2005).

2.3 Mikotoksinlerin Insanlara Gecis Yolu

Mikotoksinlerin insanlara gecis yolu Sekil 2.5°de gosterildigi gibi, dogrudan ve dolayli olmak

tizere iki sekilde olmaktadir:

Birinci yoldan, insanlar ve hayvanlar dogrudan mikotoksin ile bulasmis gida ve yem
maddelerini tiiketerek mikotoksinleri biinyelerine alirlar ve bunun sonucunda olusan

mikotoksikozise “primer mikotoksikozis” ad1 verilmektedir.

Ikinci yoldan ise, mikotoksin bulasmis yem ile beslenen hayvanlarin et, siit ve yumurta gibi
tiriinlerine bu toksinler gegmekte ve hayvansal iiriinlerin tiiketilmesi sonucu da mikotoksin
dolayl olarak insanlara gecebilmektedir. Bu sekilde olusan mikotoksikozise ise “‘sekonder
mikotoksikozis” adi verilmektedir. Aflatoksinle bulasmis yemler ciftlik hayvanlarina
yedirildiginde aflatoksin B, hayvanin biinyesinde metabolizma sonucu aflatoksin M; formuna
dontismekte siit ve siit iiriinlerine gecebilmektedir. Siitiin peynire islenmesi halinde ise, siitte
bulunan M; miktar1 (ortamdan su uzaklastirildigl icin) genellikle peynirde 3-5 kat daha
artmaktadir. Aflatoksin tiirevi olan M, B;’e yakin toksisitededir. Ozellikle, duyarl1 bir grubu
olusturan cocuklarin daha ¢ok siit tiikettigi g6z Oniine alindiginda saglik agisindan tasidigi
olumsuzluk daha iyi anlagilmaktadir. Benzer olarak ciftlik hayvanlarinin yumurtalarinda ve

etlerinde de aflatoksine rastlanabilmektedir.

Ayrica kiif sporlarimin ve parcaciklarinin, 6zellikle iiriiniin islenmesi sirasinda, aeresol veya
toz halinde havaya yayilmasi sonucunda mikotoksinlerin dogrudan solunum ile cigerlere ve

deri ile temas ile de viicuda alinmasi s6z konusu olmaktadir (Taydas, Teknik Rapor).
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Sekil 2.5 Mikotoksinlerin insan ve hayvanlara gecis yollar (Taydas, Teknik Rapor).

2.3.1 Mikotoksinlerin insan ve hayvan saghig iizerine etkileri

Mikotoksinlerin insan ve hayvan sagligi izerindeki olumsuz etkileri ortaya ciktiktan sonra, bu
konuda yapilan calismalar bir hiz kazanmistir. Mikotoksinlerin spesifik toksisitelerinin
insanlarda dogrudan test edilememesi nedeniyle, toksisite ¢aligsmalar1 laboratuar hayvanlari
izerinde elde edilen sonuclara dayanmaktadir. Ancak mikotoksikozis nedeniyle oliim ve
hastalik vakalarma rastlanilan bolgelerde insanlardan alinan kan, idrar ve siit drneklerinde,
insan kadavralarinda ve bu insanlarin tiikettigi gidalardan elde edilen mikotoksin bulgular1 bu

konuda veri kaynagi olmaktadir.

Mikotoksinler hayvanlarda alinan toksinin dozuna bagh olarak, verim diisiikliigiinden
baslayip oliime kadar giden mikotoksikozis olaylarina yol agmakta ve onemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadirlar. Mikotoksinlerin neden oldugu hastalik sendromlarinin teshisi
cok giic olmaktadir Bu septomlar yetersiz ve dengesiz beslenme veya patojen

mikroorganizmalarin neden oldugu diger hastaliklarla kolayca karistirilabilmektedir. Bu
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nedenle mikotoksinlerin neden oldugu hastaliklar ¢ogu zaman nedeni bilinmeyen hastaliklar

olarak degerlendirilmektedir.

Mikotoksinlerin hayvanlardaki etkileri genel olarak ¢ teshis edilebilir formda

siniflandirilmaktadir.

1-  Akut primer mikotoksikozis (ani 6liim ve hastalanma), Akut aflatoksikozisin
bir cok hayvan tiiriinde klinik belirtileri; istahsizlik, kilo kayb, sinirsel anormallik,

sarilik, ¢cirpinma ve Sliimdiir.

2-  Kronik primer mikotoksikozis (et, siit, yumurta veriminde azalma, kilo ve gii¢

kaybi)

3- Sekonder mikotoksin hastahklar1 (immiin sistemin zayiflamast ve diger

hastaliklarin kolayca olugmasi, asinin etkisiz kalmasi vb.)
Aflatoksinlerin biyolojik etkileri:

Aflatoksinler bilinen en etkili kanserojenik maddeler arasinda yer almaktadir. Aflatoksinler
arasinda en toksik olan1 B,’dir ve ortamda ¢ogunlukla yiiksek konsantrasyonda olusturulur.
Aflatoksin tiirevi olan M; ise B;’e yakin toksisitededir. Bircok epidemiyolojik c¢alisma
aflatoksin B; ile artan karaciger vakalar1 arasinda bir iligki oldugunu gostermistir.
Aflatoksinler cok diisiik dozlarda, yam1 ppb (ug/kg) seviyelerinde viicuda alindiginda
kanserojenik, mutajenik, teratojenik ve kuvvetli hepatotoksik etkiler gOsteren

mikotoksinlerdir. En ¢ok etkili oldugu organ ise karacigerdir.

Kanserojenite: Aflatoksinler (B;, By, G; ve G;) karaciger, kolon ve bobrekte kanser
olustururlar (Kanser olusumu ratlarda yas ve cinsiyete gore degisebilmektedir. Disiler

erkeklerden daha direngli, gengler yaslilardan daha direngsizdirler).

Mutajenite: Aflatoksin B; en mutajen mikotoksindir. Kromosomal yanilmaya ve DNA

kirilmasina neden olur.

Teratojenite: Aflatoksin B, teratojen Ozellige sahiptir ve protein sentezini inhibe eder.

Canlilarda 6lii veya sakat dogumlara neden olur.

Nefrotoksisite: Aflatoksin B; akut olarak bobreklerde hasar, tiimor olusumu, nefropati ve

bobrekte ani kanama yapar.

Hepatotoksinler: Aflatoksin B; karacigerin hepatik dokularina zarar vererek, akut hastaliga



20

(sarilik, siroz vb.) ve 6liime neden olur. Hepatik lezyonlar1 ve kanamay1 artirir. Ayrica serum
enzimlerini artirir, serum proteinlerini azaltir ve kan pihtilagma mekanizmasini bozar.

(Taydas, Teknik Rapor)

Ciftlik hayvanlarinda aflatoksikozis salginlar1 diinyanin bir¢ok bolgesinde kaydedilmistir. Bu
vakalarda ve maymunlar1 da iceren hayvanlar iizerindeki deneysel calismalarda genellikle
karaciger etkilenmektedir. Akut karaciger doku bozuklugu karaciger hiicrelerindeki nekroz ve
biliyer proliferasyon ve fibrosisi de icerebilecek kronik gostergelerle karakterize edilir. Bir
yemde bulunan 300 pg/kg gibi az aflatoksin miktari domuzlarda 3-4 ay icerisinde kronik

aflatoksikozise neden olabilmektedir.

Aflatoksin B ’in karsinojenite ve mutajenitesi viicuttaki metabolizmasi sonucunda ortaya

cikmaktadir. Aflatoksinler, hayvanlarda dncelikle mikrozomal ve stoplazmik oksigenaz enzim
sistemleri tarafindan metabolize edilmektedir. Bu enzim sistemleri, esas olarak karaciger

hiicrelerinin endoplazmik retikulumunda bulunan, sitokromla iligkili enzimlerle, O,’ye ve

NADPH’a bagimli enzimlerin kompleks bir organizasyonudur. Bu enzimler, cesitli
hidroksillenmis tiirevlerin ve yliksek reaktif 6zellige sahip epoksid metabolitin olugsmasiyla

sonuglanan aflatoksin B, 'in oksidatif metabolizmasini katalize etmektedir. Bu sistemlerle
aflatoksin = B,’in  metabolizma yollari ve aflatoksin B 'in ¢esitli metabolitlere

biyotransformasyonu Sekil 2.6’da goriilmektedir.

Aflatoksin M, daha once de deginildigi gibi, aflatoksin B 'in hidroksillenmis tiirevlerinden
biridir ve karsinojenik giictiniin aflatoksin B,’den 10 kat daha diisiik oldugu belirtilmektedir.
Mikrozomal hidroksilasyon ve demetilasyon reaksiyonlari sonucunda olusan aflatoksin Q, ve
P; metabolitleri de aflatoksin B 1’den cok daha az aktif olan maddelerdir. Bu nedenle bu

reaksiyonlar, detoksifikasyon prosesi olarak kabul edilmektedir. Metabolizmada aflatoksin

Bl'in detoksifikasyonu; hidroksillenmis metabolitlerin siilfat ve glukuronik asitle birleserek,

suda ¢oziinebilir siilfat veya glukuronid esterlerine doniismesi, ardindan da idrar ve safra ile
atilmasi ile tamamlanmaktadir. Bu biyotransformasyon olaylarinda esas 6nemli olan proses,

yine bu enzim sistemleriyle meydana gelen, aflatoksin B 'in epoksidasyonu prosesidir.

Burada, bifuran halkasindaki cift bagin epoksidasyonu sonucu c¢ok reaktif bir form

olusmaktadir. (Ozkaya ve ark., 2003).
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Sekil 2.6 Aflatoksin B, 'in viicuttaki metabolizmasi (Ozkaya ve ark., 2003)

Bu elektrofilik epoksid DNA, RNA ve protein gibi hiicresel makromolekiillerdeki cesitli

niikleofilik merkezlere kovalent olarak baglanabilir. Aflatoksin B ’in epoksi formunun bu

aktiflesme reaksiyonunun sonucunda DNA ile birleserek AFBl—N7—Gua kompleksini

olusturdugu bilinmektedir. Bu kompleks organizma veya hiicreler i¢in biyolojik bir tehlike

olusturmakta ve karsinojenik ve genotoksik etkilerin sorumlusu olarak degerlendirilmektedir.

Sekil 2.7°de AFBI—N7—Gua kompleksinin yapist goriilmektedir. Kenya'nin aflatoksin B, alimi

ile karaciger kanseri arasinda pozitif iliski bulunan bir bolgesinde hastalardan toplanan

idrarlarda AFBI—N7—Gua kompleksi belirlenmistir (Ozkaya ve ark., 2003).
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Sekil 2.7 AFBI—N7—Guani1 kompleksi (Ozkaya ve ark., 2003)

Bu epidemiyolojik, genetik ve deneysel bulgular sonucunda, Uluslararasi Kanser Arastirma
Kurulusu (IARC; International Agency for Research on Cancer) tarafindan 1993 yilinda

yapilan simflamada, aflatoksin B, “yeterli kanit elde edilmis insan karsinojenleri (siuf 1),
aflatoksin M, de "muhtemel insan karsinojenleri (2B sinuf1)" icersinde yer almistir (Smith,
1997). Avrupa Birligi’'nin “Gida Maddelerinde Bazi Kontaminantlarin Maksimum
Diizeylerini Belirleyen Komisyon Direktifi"’nde; ozellikle aflatoksin B, olmak iizere,

aflatoksinlerin genotoksik karsinojen maddeler oldugu, bu nedenle herhangi bir NOEL (No
Observable Effect; gozlenebilir etki olusturmayan diizey) ve ADI (Acceptable Daily Intake;
kabul edilebilir giinliik alim miktar1) degerinin belirlenemedigine deginilmektedir

(Commission Regulation (EC) No.1525/98).
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2.3.2 Aflatoksinlerin insanlarda belirlenen etkileri

Mikotoksinlerin insanlarda olusturdugu toksik etkiler, hayvanlar iizerinde yapilan deneysel

calisma sonuclariyla yaklasik olarak paralellik gostermektedir.

Aflatoksine maruz kalma ile insanlardaki akut hepatoksisite arasindaki iligski hakkinda az bilgi
bulunmaktadir fakat, akut karaciger hasari vakalari, akut aflatoksikozis ile alakali olmasi
muhtemel oldugu gozlenmistir. Kuzey-bati Hindistan'da iki yakin komsu bolgede meydana
gelen bir akut hepatit salgininda birkag yiiz insan etkilenmistir, ve bu olay goriiniise gore agir
kontamine olmus musir tiiketimi sonucunda olusmustur. Buradaki bazi misir 6rneklerindeki

aflatoksin miktar1 mg/kg diizeylerindedir ve en yiiksek miktar 15mg/kg olarak kaydedilmistir.

Karaciger kanseri Afrikamin ve giiney-dogu Asya'nin bazi bolgelerinde daha yaygindir, eger
bolgesel epidemiyolojik bilgiler ile deneysel hayvan verileri birlikte g6z Oniine alinirsa,
yiiksek aflatoksine maruz kalma basta karaciger kanseri riskini artirdigi gdzlenmistir. Kenya,
Mozambik, Svaziland, ve Tayland'dan toplanan verilerde giinliik diyetle aflatoksin alim (bir
giinde 3.5 ile 222.4 ng/kg viicut agirlhigy) ile karaciger kanseri vakalar (yilda 100,000 kisiden

1.2 ile 13.0 vaka) arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu gostermistir.

Diinya’nin ¢esitli bolgelerinde aflatoksinle kontamine gidalarla beslenen insanlarda, karaciger
kanseri, siroz ve Ozellikle c¢ocuklarda “Reye’s Sendromu” vakalarina zaman zaman
rastlanildigr yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur. Ayrica hepatit B viriisii tasiyan ve alkol

kullanan insanlarda aflatoksinin olumsuz etkilerinin ¢ok daha fazla arttig1 da belirlenmistir.

Su ana kadar yapilan arastirmalara gore, insanda karaciger kanseri i¢in risk faktorlerinin
hepatit B viriisii, hepatit C viriisii, aflatoksin B; ve siipheli olarak da alkol oldugu

belirtilmektedir.

Uzun yillardan beri hepatit B viriisiiniin mii, yoksa aflatoksin B;’in mi karaciger kanser
etmeni oldugu arastirillmis, fakat yapilan son arastirmalarla, her ikisini de P53 gen
mutasyonuna neden olarak primer karaciger kanserine neden oldugu ve diger olusabilecek

olumsuz etkilerin de bu olay1 destekledigi belirtilmektedir.

Arastirma sonuglarina gore; Cin’in giineyinde ve Afrika’nin Sahara bolgesinin giineyinde,
yiiksek diizeyde aflatoksin iceren gidalarla beslenen, hepatit B ve C virlisii tasimayan,
karaciger kanserine yakalanmis insanlarin karacigerlerinden alinan Orneklerde yapilan
incelemeye gore, aflatoksin B;’in P53 kanser baskilayici genin 249’uncu kodonundaki

(AGG — AGT) Guanin yerine Timin ge¢mesine neden olarak karacigerde primer kanser
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olusumuna neden oldugu belirtilmektedir. “Hot Spot Mutasyon” denilen bu olaya yiiksek
aflatoksin alanlarinda yasayan ve karaciger kanserine yakalanmis hastalarin toplaminin
%50’ sinde rastlanmigtir. Halbuki, ayn1 mutasyona diisiik aflatoksin alanlarinda 25 tiimorde

1’den daha az oranda rastlanmaistir.

Ulkemizde ise, 1983-84 Kasim aylar1 arasinda, SSYB Kanserle Savas Daire Bagkanligina
ihbar edilen toplam 183 karaciger kanser olgusunun %77.2’sinin aflatoksin formasyonu i¢in
elverisli iklim kosullarma sahip oldugu varsayilabilecek; Marmara, Ege ve Akdeniz
bolgelerinde yogunlagsmasi dikkat g¢ekmektedir. Tiirkiye’de karaciger kanseri cografi
dagilimiyla, gidalarin aflatoksin dagilimi arasinda bir iligki kurabilmek i¢in, Oncelikle
karaciger kanser olgularmin yogunlastigi bolgeler bakimindan, énemli olan gidalarda yaygin

aflatoksin tarama calismalarinin yapilmasi gerekmektedir (Taydas, Teknik Rapor)

Tiirkiye findik, antepfisik ve cesitli riskli gidalar (Tahillar, baharatlar vb.) nedeniyle
aflatoksin riski altindadir. Bunu soyle bir 6rnekle agiklamak miimkiindiir; giinde 25 g findik
ve/veya fistik yiyen 60 kg agirliktaki bir insan, yedigi gidanin ortalama 12 pg/kg diizeyinde
AFB, icermesi durumunda 300 ng aflatoksin ile yiiklenir. Avrupa Toplulugu tarafindan
giinliik aflatoksin i¢in kabul edilebilir doz insanlarda (TDI) 0,014 ng/kg viicut agirligr olarak
belirlenmistir. Buna gore, 60 kg agirligindaki bir insan i¢in 1 giinde alinabilir doz 0.84 ng
olmaktadir. Goriildiigii gibi giinde yaklasik 25 g aflatoksin acisindan riskli gida tiiken
yaklagik 60 kg agirligindaki bir insanin alabilecegi doz (300 ng) tolere edilemeyecek diizeyde

olacaktir

Diinya saglik orgiitii (World Health Organization, International Agency for Research on
Cancer) aflatoksinleri “Grup 1 Karsinojenik” olarak tamimlamistir (WHO IARC, 1993).
Kanitlarda bulunan etkilerde, birka¢ hayvan cesidinde aflatoksinin 6zellikle karsinojenik
etkisi ve diinyanin baz1 bolgelerinde aflatoksine maruz kalma diizeyleri ile insanlarda
karaciger kanseri vakasi1 goriilme siklig1 arasindaki iliskiler géz oniine alindiginda miimkiin

oldugunca aflatoksine maruz kalmamak gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.
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2.4 Tiirk Findig1 ve Aflatoksin

Diinya findik tiiketiminin %91°lik kism1 Avrupa iilkeleri tarafindan gergeklestirilmekte ve
bunun %80’i ¢ikolata ve sekerleme sanayinde ham madde olarak kullanilmaktadir. %10’u

cerez olarak tiiketilmektedir. (Findik Biilteni, 2009)

Diinya findik {iiretiminin %70’ini ve ticaretinin %75’ini Tirkiye gerceklestirmektedir
(Celiktas1 ve ark., 2008). Bu 6zelligi ile Tiirkiye en 6nemli iilke konumundadir. Yillara gore

Tiirkiye findik iiretim. tiiketim ve ihracati1 (2001 — 2009) Cizelge 2.4’de gosterilmistir.

Cizelge 2.4 2001-2009 Tiirkiye findik tiretim, tiikketim ve ihracati (Findik Biilteni, 2009)

DONEM | URETIiM TUKETIM | iHRACAT IHRACAT
MIKTARI . . .
MIKTARI | MiKTARI BEDELI (USD)
(Kabuklu/Ton) . .
(I¢/Ton) (I¢/Ton)
2000-01 | 470.000 183.657 204.253 682.451.341
2001-02 | 625.000 183.000 255.893 636.027.664
2002-03 | 600.000 190.000 255.918 593.690.721
2003-04 | 480.000 128.000 223.363 878.754.034
2004-05 | 350.000 47.813 194.594 1.554.156.298
2005-06 | 530.000 60.000 239.366 1.952.767.268
2006-07 | 661.000 80.000 248.664 1.262.427.049
2007-08 | 530.000 80.000 207.287 1.589.547.748
2008-09 | 769.000 150.000 145.540 714.922.245
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Aylik bazda Tiirkiye’nin son 3 sezonda yaptigi findik ihracatimin miktar ve tutarlarinin

karsilastirilmasi Cizelge 2.5°de gosterilmektedir.

Cizelge 2.5 Aylik bazda Tiirkiye’nin son 3 sezonda yaptigi findik ihracatinin miktar ve
tutarlar1 (Findik Biilteni, 2009)

Aylar 2006-07 Sezonu 2007-08 Sezonu 2008-09 Sezonu
Miktar | Deger Miktar | Deger Miktar | Deger
(USD) (USD) (USD)
(Ton) (Ton) (Ton)
Eyliil 34.459 |161.463.954 | 29.446 | 209.154.056 | 47.649 | 262.130.590
Ekim 33.641 | 149.349.199 | 32.788 | 250.859.024 | 37.266 | 183.589.567

Kasim 33.492 | 151.746.535 | 27.964 | 222.753.591 | 27.760 | 123.852.967

Aralik 21.891 | 105.503.380 | 17.430 | 138.192.522 | 16.081 | 71.089.074

Ocak 18.002 |91.546.341 | 16.695 | 133.432.095 | 16.784 | 74.260.047

TOPLAM | 141.485 | 659.609.409 | 124.323 | 954.391.288 | 145.540 | 714.922.245

Findik Tiirkiye ekonomisinde 6nemli bir yere sahiptir ve bitkisel iiriinler i¢inde en yiiksek
doviz getiren iiriindiir. Tiirkiye 80 iilkeye i¢ findik ihra¢ etmekte ve yilda yaklasik 700 milyon
dolar gelir elde etmektedir. 01.01.2008-31.12.2008 tarihleri arasinda Tiirkiye'nin en fazla
findik ihracat1 yaptig1 ilk 10 iilke Cizelge 2.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 2.6 01.01.2008-31.12.2008 tarihleri arasinda Tiirkiye’nin findik ihracati yaptig ilk

10 iilke (Kg/USD) (Findik Biilteni, 2009)

Ulke Miktar (Kg) | Deger (USD)
ALMANYA 58.424.967 | 378.694.819
ITALYA 53.056.911 | 288.681.651
FRANSA 15.648.705 | 96.979.028
BELCIKA 12.074.544 | 71.686.882
ISVICRE 8.962.948 57.672.376
RUSYA FEDERASYONU | 8.155.513 54.176.174
AVUSTURYA 7.769.425 47.663.288
HOLLANDA 7.037.898 43.800.979
UKRAYNA 5.579.717 37.372.391
INGILTERE 4.712.863 34.098.900

Findik ekonomiye olan katkilar disinda, beslenme yoniinden, icerdigi yag, protein, vitamin
ve mineral maddeler bakimindan oldukca 6nemli bir gida maddesidir (Pala ve ark., 1996,

Ozdemir ve ark., 1998)

Karadeniz bolgesinin, nemli ve yagish Ozelliklerinden dolayir uygun olmayan kosullarda
hasat; geregi gibi yapilmayan kurutma, depolama ve isleme sonucunda findikta kiif gelismesi
artis gostermektedir. Kiiflerin iirettikleri mikotoksinlerden birisi olan aflatoksinler, énemli
kalite ve ekonomik kayiplara neden olmakta ve insan sagligini riske etmektedir (6).
Aflatoksinler, 6zellikle B1, kanser olusturucu ve mutajenik (kalitsal bilgilerin degisimi)
etkilidir. Epidomiyolojik caligmalarda, aflatoksin iceren gidalarla beslenen bolge insanlarinda
primer karaciger kanseri ve sirozuna daha yiiksek oranda rastlanmistir. Ayrica, teratojenik
(anne karnindayken bozukluklara neden olma) ve immunosupresif (bagisiklik sistemini

zayiflatici) etkilere de sahip oldugu denek hayvanlar tizerinde kanitlanmistir (Tayfur, 2002).

Findikta kiif bulagsmasi yaygin olup, bazi tiirlerin gelismeleri insan ve hayvan sagligi icin
onemli bir risk olusturmaktadir. Findik oziirleri arasinda raf omriinii kisaltan etkenlerin en

onemlisinin kiiflenme oldugu belirtilmektedir. Kiif gelisimi bahcede baslamakta, hasat ve
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yetersiz ve/veya uygun olmayan kurutma kosullar1 nedeniyle gelisebilmekte, depolama ve
tagima sirasinda da olusabilmektedir. Kabuklu findikta hasat, kurutma ve depolama siiresince
Penicillium, Aspergillus ve Rhizopus cinsine ait tiirler bulunmustur. Kabuklu findikta
aflatoksin iireten A. flavus ve A. parasiticus cinsi kiiflerin gelismesi agacgta baglamakta, hasat
islemleri boyunca artmaktadir. Harman ve depolamada kabugu catlamis findik taneleri
disinda, agactaki ve yerdeki kabuklu findik tanelerinde A. flavus goriilmemistir. Ancak kiif
sayist findik dalinda 105 koloni/g iken, yerde bir miktar daha arttig1 goriilmiistiir. Bu miktar,
harman, cevre ve iklim kosullaria gore de degisebilmektedir. Yagis, sert kabuklu meyvelerde
hasattan sonra olusan kiif sayis1 ve mikrofloray: etkileyen en énemli unsurdur. Yagisin fazla
olmas1 durumunda, bakteri ve kiiflerin toplam sayis1 108 koloni/g 'a kadar yiikselmektedir.
Natiirel ve kavrulmus i¢ findikta Aspergillus flavus, A. niger, A. glaucus, Penicillum, Mucor,

Fusarium kiifleri bulunmustur (Abdel ve Saber, 1993, Eke ve Goktan, 1987).

Kiifler, gidalarin protein, yag, ve kanbonhidratlarim enzimatik faaliyetlerle parcalayarak
gidanin dokusunu degistirmekte, yag iceriginin azalmasina, serbest yag asidi miktarinin
artmasina, proteinlerin parcalanmasina, amino asit bilesiminde degisime, renk degisimine,
kotii koku olusmasina, tat degisimlerine ve agirlik kaybina yol agmaktadirlar. Kiifler saglam
gidanin icine de girebildiklerinden bakterilerden daha fazla zarar vermekte ve toksijenik

tipleri mikotoksin tiretebilmektedir. (ICMSF, 1996).

Mikotoksinler (aflatoksin, okratoksin, patulin vd.) sadece findikta degil, saglik, tarim ve
ekonomiyi etkileyebilecek diinya capinda Onemli bir sorundur. Tiirkiye tarimdaki biiyiik
potansiyeline kosut olarak biiylik miktarlarda tahil, findik, antepfistigi, kuru meyve (kuru
incir, kuru kayisi, kuru iiziim) iiretmektedir. Uretim, hasat, kurutma, tasima, depolama ve
isleme sirasindaki yetersiz ve yanlis uygulamalar findiklarda aflatoksin olusumu riskini
artirmaktadir. Findik ihracatinda da karsilagtigimiz sorunlarin baginda aflatoksin olusumu

gelmektedir.

Aflatoksin, Aspergillus flavus, A. paraticus ve A. nomius kiiflerinin findiklara bulagsmasi ile
uygun kosullar buldugunda bu kiiflerin biyosentezi ile toksin iiretimi sonucu olusurlar. Cok az
sayidaki tanede olugsmalar1 sz konusu olsa bile insan saglhigi agisindan ¢ok diisiik miktarda
olmalar1 dahi risk yaratabildiginden hasat ve isleme sirasinda bulagma olan tanelerin ayrilmasi
ve isleme sirasinda kiif gelisiminin 6nlenmesi son derece onemlidir. Ciinkii kiif gelisimi
durdurulabilmekte, kiifler bir sekilde yok edilebilmekte iken aflatoksinlerin olustuktan sonra
yok edilmesi veya ortamdan uzaklastirilmasi ¢ok zordur. Findiklarda aflatoksin olusumu ile

ilgili literatiirde bilgisi sinirlidir.
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Aflatoksin hasat Oncesi sert kabuklu meyvelerde agag iizerindeyken olusabildigi gibi hasat ve
hasat sonrasi agamalarda da olusabilmektedir (Ozay, 1986, Mahoney, N. ve Molyneux, R.J.
1998). Hasattan itibaren kurutma isleminin gecikmesi, uygun olmayan kosullarda bekletme,
depolama gibi asamalar kiif gelismesi ve aflatoksin olusumunu hizlandirmaktadir. Fistiklarda
(Pistachio vera) hasat ve hasat sonrasi iglemlerin aflatoksin olusmasinda ve dagilimindaki
etkileri ve pazarlama ve tiiketicilerin aflatoksinli iiriinler tiiketme riski Schatzki ve arkadaslar
tarafindan 1995 yilindan itibaren calisilmis ve bir dizi makale olarak yayinlanmistir.
(Schatzki, T.F.1995; Schatzki, T.F., 1995b; Schatzki ve Pan, 1996; Schatzki ve Pan, J.,1997;
Schatzki, 1998; Schatzki. ve Koe, 1999) Yapilan caligmalara gore aflatoksin Ornekleme
metodu Onem tastmaktadir. 10 kg’lik 6rnekleme metodu ile saticilarin riski %58 iken 250
kg’lik orneklemede risk %11’e diismektedir. Hasat ve isleme kosullarinin iyilestirilmesi ile
A.B.D. fistuklarinin 1981-1991 doneminde aflatoksin seviyesi 10ng/g’dan 1.5ng/g’a
diisiiriilmiistiir. Ayrica, hasat sirasinda kaliteli iirlin i¢in fistiklarin ayiklama isleminden
gecirilmesi aflatoksin bulunma riskini 2-4 kat azaltmistir (Schatzki, 1995). Yapilan
calismalarda aflatoksinli tanelerin %90’1nin, fistiklarin %4.6’sin1 olusturan diisiik kaliteli
tiriinlerden kaynaklandigi ve bu tiir iirlinlerin ayrilmasinin aflatoksin oranimi 10 kat azalttig
sonucuna varilmistir. Ayrica, Amerika’daki iiretim kosullarinda islenen fistiklarda aflatoksin
olusumunun tamamen bahcede oldugu ve isleme sirasinda artmadigi gézlenmistir (Schatzki
ve Pan, 1996). Yine Schatzki ve Pan tarafindan 1997 yilinda yayinlanan calismaya gore kiigiik
daneli fistiklarda aflatoksin dagilimi incelendiginde, aflatoksin orami 8 ng/g olarak tespit
edilmis ve ayiklanmamis fistiklardan 5-7 kat daha fazla toksin igerdigi saptanmistir. Tiim bu
calismalar hasat sirasinda aflatoksin riski tasiyabilecek iiriinlerin ayiklanmasinin yiiksek
onemini ortaya koymaktadir. Ancak unutulmamalidir ki, Amerika’da fistik isleme GMP (lyi
Uretim Uygulamalar1) kurallarma gore yapilmakta ve mekanik hasat yapilarak fistiklarin
toprakla temast kesilmekte ve hasattan sonra fistiklar kurutma tesislerine 24 saat iginde
ulagtirillarak kurutma makineleri ile hizla kurutulmaktadir. Yukarida verilen rakamlar bu
noktalar goze almarak degerlendirilmeli ve hasat sirasinda aflatoksin onleme konusunda

gerekli tedbirler biran 6nce alinmalidir.

Isleme kosullarinin iyilestirilmesi ve ve iyi bir fiziksel ayirim ile aflatoksinli sert kabuklu
yemiglerde aflatoksin miktarinin %90 oraninda azaltilabilecegi belirtilmektedir (Almond
Board Report Summary, 2002, Douglas, 2002, Galvez ve ark., 2003). Harmanda dis kabugu

catlamis, zedelenmis findiklarda da aflatoksin bulunmustur (Sanchis ve ark., 1988).

Aflatoksin olusumu, ortam bagil nemi (%RH) ile dolayisiyla iiriiniin su aktivetisiyle (aw)
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iligkilidir (Prado ve ark., 1991). Giineste kurutma sirasinda, su aktivitesinin yiiksek oldugu
(0,98-0,80) ilk 6-10 giinde aflatoksin olusabilmektedir. Naturel findiklar ve kavrulmus
kiyilmis findiklar aflatoksin agisindan riskli iken, kavrulmus findiklar daha dayaniklidir. Su
aktivitesinin 0.78-0.81 oldugu durumlarda (genellikle kek {iriinleri) findik aflatoksin ve
ergosterol iiretilmesi icin iyi bir besi yeri olusturmaktadir. Findikta aflatoksin bulunmasi ve
aflatoksinin kanserojen olmasi, findigin riskli iiriinler arasinda yer almasina neden olmaktadir.
Tiiketici saghiginin korunmasi amaciyla diinya piyasalar1 2000 yilina kadar, aflatoksin
acisindan riskli iiriinlerde aflatoksin limitinin sifira indirilmesini hedeflemekte idi. Bu hedef
dogrultusunda bir¢ok iilkede aflatoksin B, limiti 4'ten 2 ppb'a; aflatoksinlerin (By, B,, Gy, ve
Gy) toplam limiti de 10 ppb'tan 4 ppb'e indirilmistir (Commission Regulation EC No 194/97).
Avrupa Birligi (AB) Gida ve Hayvan Sagligi1 Ajansi, Tiirkiye’nin Almanya ve Fransa’ya ihrag
ettigi Antep ve Siirt fistig1, findik ve kuru incirlerin, kanserojen bir madde olan aflatoksin B,
ve diger aflatoksin tiirlerini, AB’nin saglik standartlarmin 6ngordiigiinden 4-7 kat fazla
icerdigini aciklamistir. Bunun iizerine Tiirkiye’ye gelen uzmanlar heyeti bir rapor yazarak, 11
incelemeden 5’inde ¢ok yiiksek miktarda aflatoksin B1 bulundugu, 6 incelemede de oranin
AB yonetmeliginin iist sinirinda oldugunu belirtmistir (Verstraete, 2003). Raporda, bu
tiriinlerin tiiketildigi anda kisa vadede, basta karaciger olmak iizere cesitli kanserlere neden

olabilecegi vurgulanmis ve AB, bu iiriinlerin ithalatinin izlemeye alinmasina karar vermistir.

4 Subat 2002’de AB Resmi Gazetesi’nde yayimlanan karara gore Gida Saghig1 ve Tarim Isleri
Genel Miidiirligii’niin laboratuvar analizi ile sertifikasi olmadan s6z konusu iiriinlerin AB

sinirlarindan iceri girmemesine karar verilmistir (DG SANCO / 1256/2000-MR final).

Diinyanin en biiyiik findik iireticisi olmamiz nedeni ile findik yetistiriciligi ve isleyiciligi
konular1 iizerinde 6nemle durulmasi gerekmektedir. Findik hasadi, oncesi ve sonrasinda
cesitli problemlerle karsilagilmaktadir. Yanlis veya erken hasat, findigin uygun olmayan
kosullarda, yetersiz diizeyde kurutulmasi veya nemli hava kosullarinda kurutulmasi basta
aflatoksin sorunu olmak iizere bir ¢ok kalite sorunlarn ile karsilagmamiza neden olmakta ve
biiyiik ekonomik kayiplar yasanmaktadir. Bu nedenle oOncelikle findiklarda aflatoksin

olusumuna etki eden faktorlerin belirlenmesi ve dnleyici tedbirlerin alinmasi gerekmektedir.

Hasat ve hasat sonrasi1 uygulamalarla aflatoksin olusmasi kontrol edilemedigi takdirde, daha
sonraki asamalar olan depolama ve isleme sirasinda aflatoksin kontrolii zorunlu hale
gelmektedir. Aflatoksinin kontrolii aflatoksinli partilerin ayrilmasini, aflatoksinli {iriin
miktarinin azaltilmasint ve dogru depolama ve isleme yontemleriyle yeni aflatoksin

olusmasinin  Onlenmesini  icermektedir.  Aflatoksini azaltma (dekontaminasyon /
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detoksifikasyon) yontemleri:

1) aflatoksinli iiriinlerin ayrilmasi,

ii) toksinin iiriinden uzaklastirilmasi

iii) toksinin fiziksel (1s1l islem uygulamalan vd.), kimyasal, biyokimyasal uygulamalarla
etkisizlestirilmesidir.

Aflatoksinli iriinler saglam iriinlerden fiziksel Ozellikleri itibar1 ile de farkliliklar
gosterebilmektedir. Bu fiziksel farklilasma ozelliklerinden faydalanilarak ayirma isleminin
tizerinde ©Onemle durmak gerekmektedir. Ancak aflatoksinin detoksifikasyonu (toksik
etkisinin yok edilmesi) sirasinda gida yada yemde yeni toksik/mutagenik maddeler
olusabilmektedir (ICMSF, 1996). Bu nedenle, detoksifikasyona tabi tutulmus {iiriinlerin insan
veya hayvanlarin tarafindan tiiketilmesi Diinya Saghik Orgiiti tarafindan uygun
bulunmamaktadir. Dolayisi ile, ekonomik kayiplari en aza indirmek ve findigin gelecegini
kurtarmak i¢in bu konuda Oncelikle aflatoksin olusumunu engelleyici onlemler almak bir

zorunluluktur.

Tiirkiye agisindan aflatoksin sorunu 1967 yilinda Kanada’ya gonderilen 10 ton i¢ findigin,
1971°’de ABD’ye ihrag¢ edilen Antep fistiginin aflatoksin igerdigi gerekcesiyle geri ¢evrilmesi

sonucunda giindeme gelmistir (Akpinar, Teknik Rapor)

1998-2002°de AB tarafindan reddedilen sert kabuklu meyvelerden dogan kaybin 4.5 milyon
dolar oldugu, limitlerin yiikseltilmesi durumunda reddedilen iiriin miktarinin %44 daha az

olacag belirtilmektedir (Heperkan, 2005).

Tiirk findiginda fungal flora ve aflatoksin tespiti ile ilgili yapilmis bazi ¢alismalar vardir.
1990-1994 yillan arasinda toplam 1373 gida Orneginde (findik ve iiriinleri, yer fistig1 ve
iiriinleri, antep fistig1, susam ve tahin, incir, kirmiz1 biber, misir ve iiriinleri) yapilan analizler
sonucunda findik Orneklerinin hicbirinin yasal limitin {izerinde aflatoksin icermedigi ve
kontaminasyon sikliginin %0.3 oldugu tespit edilmistir. 1987-2003 yillar arasinda Karadeniz
ve Akcakoca bolgesinden toplam 1303 findik Orneginde aflatoksin aranmis ve limitin
istiindeki deger %3.8 saptanmistir. Bu degerlendirmede limit deger olarak aflatoksin toplam
icin 4 ppb, B; icin ise 2 ppb alinmistir. Bu 6rnekler iizerindeki ¢alismalarin bazilarinda hig
aflatoksine rastlanmazken, bazilarinda 135 ppb gibi oldukca yiiksek degerler belirlenmistir

(Ozgakmak ve ark., 2007).
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Giresun merkez ve ilcelerine ait 30 farkli tombul findik 6rneklerinde aflatoksin varligi ve kiif
floras1 aragtinlmistir. Calismada kullamilan findiklarda aflatoksin kontaminasyonuna
rastlanmamasina karsin, érneklerde ortalama %85,93 olmak iizere %54-100 oraninda fungal
enfeksiyon goriilmiistiir. Tiim Orneklerde depo fungusu olarak bilinen Aspergillus ve
Penicillium cinsi kiif izole edilirken, 9 ornekte Aspergillus flavus grubu kiif bulunmustur.
Bunlarin yaninda ayrica Mucorales ve Rhizospus cinsi enfeksiyon oram1 da yiiksek
bulunmustur. Depolanmis findiklarda kiif oraninin yiiksek olmasi depolama sartlarinin uygun

olmadigin1 gostermektedir (Demir ve ark., 2002).

Bursa’da satisa sunulan 25 adet kakaolu findik kremasi 6rneginde aflatoksin B1 ve M1
miktarlann sirasiyla 1076.5 ve 194.4 ng/g olarak tespit edilmistir (Alug¢ ve ark., 2003).
Istanbul’da findik ezmeleri iizerine yapilan bir arastirmada 182 6rnegin 5’inde Tiirk Gida
Kodeksinde (TGK) belirtilen limitlerin {izerinde Aflatoksin B;’e 10’unda ise yine TGK’nde

belirtilen limitlerin {izerinde toplam aflatoksine rastlanmistir. (Vural ve ark., 2007).

2000-2003 yillarr arasinda Findik Tamitim Grubu destegi ile TUBITAK MAM Gida Enstitiisii
tarafindan yapilan bir calismada dalindan yeni koparilmis findiktaki aflatoksinin ihracati
etkileyebilecek diizeyde olmadigi belirlenmistir. Ayrica 2004 yili iiriinlerinde diger yillara
kiyasla 10-20 kat daha fazla toksijenik kiif oranina (%46) rastlanmig ancak bahcelerden
ornekleme caligmalarinda aflatoksine rastlanmamistir. Bununla beraber, ciftci harman
yerlerinden alinan 6rneklerde 4 ng/g toplam aflatoksin diizeyinin iizerinde (4-24 ng/g : toplam
orneklerin %6’s1) kontaminasyona rastlanmigtir. Aymi calismada hasat sonrasi yapilan
islemlerin son derece onemli ve kritik oldugu ve gerekli tedbirler i¢in hizla hareket edilmesi

gerektigi belirtilmistir (TUBITAK MAM Gida Enstitiisii, 2005).

T.C. Tarim ve Koy isleri Bakanlig1 findik, incir ve mamulleri i¢in 2001 ve 2002 yillarma ait
denetim, 0zel istek, ihracat, referans ve aflatoksin izleme projesi analiz sonuglarim (11460
adet 6rnek) istatiksel degerlendirmeye almustir. Orneklerin %90’indaki toplam aflatoksin ve
B1 miktarlarinin cok diisiik oldugu bildirilmistir. 2002 yilinda AB’ye ihra¢ edilen findik,
incir, antep fistig1 ve iiriinlerine ait 15441 adet partisinin sadece %0.9’u ¢esitli nedenlerle geri
donmiis, geri donen iiriinlerde giimriikte yapilan kontroller sonucunda uygun c¢ikan
%0.05’inin yurda girisine izin verilmistir. AB iilkeleri giimriiklerinde aflatoksin gerekcesiyle
findiklarin geri cevrilmesi biiyiik ekonomik kayiplara yol agmakta, iiretici ve sanayiciyi zor
durumda birakmakta, ihracati1 engellemekte, Tiirkiye’nin dis ticaretteki itibarin1 zedelenmekte,
findik fiyatlarinda diisiislere ve pazarlama sorunlarma yol agmaktadir. (Ozgakmak ve ark,

2007).
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2.5 Aflatoksin Acisindan Avrupa Birligi ve Tiirkiye

Tiirkiye’nin AB aflatoksin limitlerine uyumunu saglamak amaci ile AB Gida ve Veteriner
Ofisi’nden iki denet¢i ve bir ulusal uzman olmak iizere bir kurul olusturulmustur. Bu kurul,
gida kontrolii yapilirken gida maddelerinde aflatoksin kontaminasyon kontroliiniin yapilip
yapilmadigini aragtirmaktadir. Ozellikle de AB’ne ihracati yapilan Tiirkiye orijinli gida
tiriinlerinde 2002/80/EC komisyon kararin1 ve aflatoksin limitlerine ihracatcilarin uyumunu
degerlendirmektedir. Bu kurul tarafindan yetkili makamlara uyar yapilarak findik, kuru incir
ve diger gidalarda aflatoksin kontaminasyon kontrolii icin yasal diizenlemelerin yapilmasi

saglanmistir.

AB Komisyonu 2002 yilinda aldig1 kararda; Tiirkiye orijinli kurutulmus incir, fistik ve daha
az miktarda da findiklarda aflatoksin B; ve toplam aflatoksin kontaminasyonu bulundugu, bu
tiriinlerde Tiirkiye’den ayrilmadan once aflatoksin miktarlarinin tespit edilmesi gerektigi ifade
edilmistir. Tarim ve Koy isleri Bakanlhigi, 2002/80/EC komisyon kararina gore, AB’ne
ihracat1 yapilan gida iriinleri i¢in ihracat sertifikas1 istemektedir. Bu sertifikada belirtilen
analizler, 6zel laboratuarlarin yanisira Koruma ve Kontrol Genel Miidiirliigii'ne bagh

laboratuarlarda yapilmaktadir.

Tiirkiye’de 98/53/EC yonergesi dogrultusunda ihracat yapilan iriinlerden 6rnek alinarak
analiz yapilmaktadir. Aflatoksin izleme projesi kapsaminda 2002 yilinda findikta 593, incirde
1695 oOrnek alinarak denetim yapilmistir. Findik ve mamullerinde %0.6, incir ve
mamullerinde %4.3 oraninda olumsuz sonu¢ ¢ikmis ve yasal islem uygulanmistir. Proje
kapsaminda, 2001-02 yillarinda findik ve kuru incirden alinan tiim 6rneklerin %90’ninda B,

ve toplam aflatoksin miktar1, AB limitlerinin ¢ok altinda ¢cikmustir.

AB giimriikleri hizli gida uyar sisteminden 2001 yilinda, 10 iiye devlet tarafindan
Tiirkiye’den ithal edilen incirler icin 16 ve findiklar i¢in 4 kez aflatoksin limitini astigini
gosteren uyar1 yapilmistir. 2002 yilinda ise 11 iiye devletten incir i¢in 23 ve findik i¢in 62
uyar1 mesaji alinmistir. Yasanan bu tiir sorunlar nedeniyle Tiirkiye’de aflatoksin limitlerine

uyum ile ilgili yasal diizenlemelerin hazirlanmasina karar verilmistir (Ordukaya, 2008).
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2.6 Tiirkiye’de ve Diger Ulkelerde Findiklarda Aflatoksin Limitleri

Diinya Ticaret Orgiitii Saghk ve Bitki Saghg (SBS) Anlasmasi, uluslararasi
organizasyonlarda gelistirilen Onerilere ve standartlara uyum konusunda iiye iilkeleri tevsik
etmektedir. Anlasma, ithalat yapan {iilkelere uluslararasi standartlar ile daha siki onlemler
olusturulmasina izin vermektedir. SBS Anlasmas1 geregi AB, aflatoksin zehirlemesinin
Onemini vurguladiktan sonra 31 Ocak 1997°de AB Gida Bilimi Komitesi tarafindan gidalarda
maksimum aflatoksinin limitini azaltan bir yonerge hazirlanmistir (Commission Regulation
(EC) No: 194/97). AB Komisyonu, 8 Ocak 1998’de belirli gida maddelerinde maksimum
aflatoksin limitlerinin yeniden diizenlenmesi icin Diinya Ticaret Orgiitii'ne (DTO) bir dneri
sunmustur. DTO’ ne iiye iilkeler, AB Komisyonu'nun aflatoksin diizenlemeleri ile ilgili
onerisinin FAO/WHO Kodeks Komite toplantisindan 6nce yapilmasinin uygun olmadigini,
toplantinin beklenilmesini ve eszamanli olarak c¢alisilmasi gerektigini agiklamistir. AB,
yapilan bu elestirilere ragmen bu konuda kararli oldugunu belirterek 20 Mart 1998 tarihine
kadar iglerinde Tiirkiye'nin de oldugu DTO’ne iiye iilkelerden onerilen 6nlemlere yonelik
yazili olarak goriislerini belirtmelerini istemistir. Ilgili iilkelerden, ©nerilen standartlarin
gelismekte olan iilkelerden AB’ne yapilan yerfistig1 ihracatin1 sinirladigi, dnlemlerin SBS
Anlagsmasi’na uymadigi ve aciklanamayan ticari bir engel olusturdugu gibi goriisler
bildirilmistir. (Commitee on Sanitary...., 1998). Haziran 1998’de AB Onerilerinin uygunlugu
bilimsel olarak onaylanmis fakat diger iiyelerden alinan yazili yorumlarin incelenmesi
sonucunda degisiklige gidilmesi gerektigi kararmna varilmistir. Ornegin, aflatoksin igin
yapilan 6rneklemede ve islenmemis yerfistig icin maksimum aflatoksin limitlerinde esneklik
saglanmistir. AB iilkeleri, 1998 yilina kadar gida maddelerindeki aflatoksin icin farkh
standartlar uygulamistir. Portekiz, aflatoksin standardim yerfistigi i¢in 25 ppb, diger gidalar
icin 20 ppb belirlerken Avusturya, gidalarin hepsi i¢in aflatoksin B;’i 1 ppb olarak
saptamistir. Baz1 iilkeler ise, Ozel iiriin gruplarinda daha kati diizenlemelere gitmistir.
Ornegin, Fransa sadece yerfistiginda aflatoksin B icin 1 ppb olarak belirlemis diger gidalarda
ise cok esnek olmustur. AB, Haziran 1998’de gidalarda maksimum aflatoksin kalint1 limitini
azaltan komisyon diizenlemesini (Commission Regulation (EC) No: 1525/98), ornekleme
analiz metotlar1 ve Ornekleme yoOnteminin ayrintisimm belirten komisyon yonergesini
(Commission Directive 98/53/EC) benimsemistir. Komisyon yonergesi, daha ¢ok islenme
durumuna bagh olarak yerfistiginda toplam aflatoksin limitini 15 ppb (8 ppb B)), icerisine
findigin da dahil oldugu diger sert kabuklu meyvelerde ve kurutulmus meyvelerde ise 10 ppb
(5 ppb B)) olarak belirlemistir. Ayrica dogrudan insan tiikketimine yonelik islenmis tahillarda,

kurutulmus ve sert kabuklu meyvelerde (Findik dahil) toplam aflatoksin limiti 4 ppb (2 ppb
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B;) olarak belirlenmistir (Commission Regulation (EC) No: 466/2001, Commission
Regulation (EC) No: 472/2002). Gida Kodeks’inde ve Amerika Birlesik Devletleri’nde,
gidalarin tamaminda toplam aflatoksin limiti 20 ppb olarak belirlenmis olup, AB toplam
aflatoksin standardina gore ¢ok daha yiiksektir (Ordukaya, 2008). AB tarafindan 19 Aralik
2006 tarihinde cesitli gidalarda bir¢ok mikotoksin i¢in maksimum limitler Kodeks
Alimentaryus Komitesinde ¢esitli mikotoksinler i¢in alinan kararlan da icerecek sekilde tekrar
yaymlanmistir. Halen yiiriirliikte olan bu AB yonergesinde de findikta aflatoksin limiti
islenmemis {iiriinlerde 10 ppb (5 ppb Bj), islenmis ve insan tiiketimine dogrudan sunulacak
tiriinlerde 4 ppb (2 ppb B;) olarak belirlenmistir (Commission regulation (EC) No:
1881/2006).

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ve Birlesmis Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) biinyesinde 1963
yilinda kurulan Kodeks Alimentarius Komisyonu (CAC) biinyesinde (Gida Maddelerinde
Bulasanlar Kodeks Komitesi - CCCF); iilkemiz iiretim ve ihracati acisindan énemli bir yere
sahip olan findik, antepfistigi ve kuru incir ile ilgili ¢alismalar yiiriitiilmektedir. 2004
yilindan beri siirdiiriilen caligmalar, 30 Haziran - 4 Temmuz 2008 tarihleri arasinda
Cenevre/isvigre'de yapilan CAC toplantisinda tamamlanarak oybirligiyle uluslararas1 standart
haline getirilmistir. Bugiine kadar AB'de aflatoksin limitleri; yukarida da bahsedildigi gibi,
dogrudan tiiketime sunulan, islenmis iiriinler icin toplam (B; +B,+G; +G;) 4 ppb (B | i¢in 2
ppb), dogrudan tiiketime sunulmayacak herhangi bir isleme tabi tutulacak {iriinler icin ise
toplam 10 ppb (B; 5 ppb) olarak uygulanmakta iken CAC'da yiiriitiilen ¢alismalar neticesinde
bu limitler islenmis iiriinlerde 10 ppb, islenmemis iiriinlerde 15 ppb olarak belirlenmistir. Bu
iirtinlerdeki aflatoksin limitinin, Diinya Ticaret Orgiitii'ne (DTO) iiye biitiin iilkelerde en
diisiik bu seviyede olmasi gerektiginden AB'nde de ayni1 sekilde ilgili mevzuatin1 degistirecegi

disiiniilmektedir. (Kodeks Alimentaryus Komisyonu...., 2008)

Findik, antepfistigi ve badem ile ilgili 2004-2008 yillar1 arasinda CAC tarafindan yapilan
calismalar sirasinda AB, Avrupa Gida Giivenligi Ofisi’nden (EFSA-European Food Safety
Authorization) toplam aflatoksin limitinde olabilecek bir artigin tiiketici sagligini nasil
etkileyeceginin arastirilmasini istemistir. EFSA bu amacla 4ppb, 8 ppb ve 10ppb toplam
aflatoksin limitlerini insan sagligina etkisi acisindan degerlendirmistir. EFSA bu konudaki
aragtirmasini tamamlayip 2007 yilinda yayinlamis ve findik, antepfistig1 ve bademdeki toplam
aflatoksin limitinin 4 ppb’den 8 veya 10 ppb’ye arttirllmasinin aflatoksine maruz kalma ve

kanser riski agisindan onemsenmeyecek bir etki yapacagim belirtmistir (EFSA, 2007).
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CAC tarafindan alinan kararlar ve AB’nin aflatoksin limitinin arttirilmas: yoniindeki
calismalar1 iilkemizin en ©nemli ihrac¢ iiriinlerinden olan findigin Oniindeki aflatoksin
sorununun ¢Oziimii acgisindan biiyiikk Onem tasimaktadir. Tiirkiye yapilan bu c¢alismalar
boyunca iizerine diiseni yapmis ve bu konuda yonlendirici etkiye sahip olmustur. Ulkemizde
de AB yasalarina uyum kapsaminda aflatoksin limitleri acisindan AB ile eszamanli olarak
cesitli tebligler yayinlanmistir. Son olarak 17.05.2008 tarihinde CAC ve AB kararlan da goz
oniinde bulundurularak giincellenen su an yirirliliikte olan “Gida Maddelerindeki
Bulaganlarin Maksimum Limitleri Hakkinda Teblig” (Teblig No: 1881/2006) Tiirk Gida
Kodeksi’'nde (TGK) yaymlanmis ve bu tebligde findikta aflatoksin limiti sadece toplam
aflatoksin i¢in olmak iizere 10 ppb olarak belirlenmistir. Bu tebligde findik ve diger gida
tiriinleri i¢in yer alan aflatoksin limitleri Cizelge 2.7’ de verilmistir (TGK Teblig no: 2008/26).
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Cizelge 2.7 Cesitli gidalar i¢in Tiirkiye’deki aflatoksin limitleri (TGK Teblig no:2008/26)

Gida Maddesi

Maksimum limit (ng/kg)

AFLATOKSIN

B,

B1+B2+G1+G2

M;

Findik, antepfistigi gibi sert kabuklu meyveler, yer
fistig1, yagh tohumlar, kuru meyveler ve bunlardan

tiretilen iglenmis gidalar

10,0

Yerfisti@1 (dogrudan tiikketime sunulmadan veya gida
bileseni olarak kullanilmadan ©nce siniflandirma,

ayiklama gibi fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

8,0

15,0

Tahillar (karabugday (Fagopyrum sp.) dahil) ve
bunlardan iretilen islenmis gidalar (dogrudan

tiikketilen veya gida bileseni olarak kullanilan)

2,0

4,0

Misir (dogrudan tiiketime sunulmadan veya gida
bileseni olarak kullanilmadan ©nce siniflandirma,

ayiklama gibi fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

5,0

10,0

Cig siit, 151l islem gormiis siit, siit bazli iiriinlerin

tiretiminde kullanilan siit

0,050

Baharatlarin asagidaki tiirleri icin;

- Kirmizibiber (Capsicum spp.) (bunlarin
kurutulmus meyveleri, kirmizibiber ve aci
kirmizibiberin biitiin ve toz hali dahil)

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

- Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)

- Zencefil (Zingiber officinale)

- Zerdecal (Curcuma longa)

5,0

10,0

Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalari

0,10

Bebek formiilleri ve devam formiilleri (bebek siitleri

ve devam siitleri dahil)

0,025

Bebekler icin 6zel tibbi amach diyet gidalar

0,10

0,025

Diger gida maddeleri (bulunmasi muhtemel riskli

gidalar)

5,0

10,0

0,5
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismamizda findiklarin iglenmesi ve iiriinlerin analizleri olmak iizere 2 asama vardir;

3.1.1 Findik isleme calismalarinda kullamilan malzemeler

Kontamine olmayan findik: Aflatoksijenik kiif asilanmak iizere 240kg aflatoksinle

kontamine olmamis findik.

Dogal kontamine findik: Isleme asamalarinda kullanmak iizere aflatoksin iceren 100kg

findik

Isletmelerden alinan findik: Findik isleme etsislerinin cesitli asamalarinda alinan 80kg

findik
Pilot olcekli findik isleme makineleri: Boylama, kirma, kavurma, zar atma asamalarini

iceren diisiik miktarda findigin islenmesi i¢in kullanilabilen findik isleme makineleri

3.1.2 Orneklerde yapilan analizlerde kullanilan malzemeler

3.1.2.1 Kimyasallar ve Hazirlamslari

Fosfat tamponlu tuz ( PBS ) : 0.2 g potasyum kloriir, 0.2 g potasyum dihidrojen fosfat, 1.16
g disodyum hidrojen ortofosfat ( veya 2.92 g hidrojen fosfat.12H,0 ) ve 8 g sodium kl&riir 0.9
L distile suda ¢oziiliir. Tamamen ¢6ziindiikten sonra 0.1mol/L. HCI veya 0.1 mol/L NaOH

kullanarak pH 7.4’e ayarlanir. Distile su ile litreye tamamlanir.

Hazir olarak temin edilebilen PBS tabletleri de kullanilabilir. (1 tablet 100 ml su igerisinde

¢oziindiiriiliir. 25°C’nin altinda saklanir)
Sodyum kloriir

Benzen

Siilfiirik asit

Potasyum dikromat

Asetonitril, HPLC i¢in uygun kalitede
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Metanol, teknik kalite

Metanol, HPLC i¢in uygun kalitede

Saf su, HPLC i¢in uygun kalitede

Benzen/Asetonitril ¢ozeltisi: Benzen / Asetonitril [98+2 (v+V)]

Ekstraksiyon cozeltisi: Metanol / Su [8+2 (v+V)]

HPLC mobil fazi: Su / Asetonitril / Metanol [6+2+3 (v+v+v)] karisimi hazirlanir.

Cozeltinin 1 litresine 120 mg potasyum bromiir ve 350 pl nitrik asit ilave edilir. Kullanmadan

once siiziiliir.

Formik asit

HPLC MS/MS mobil fazi: %1formik asit iceren Su / Metanol [1+1 (v+v)] ¢ozeltisi
Potasyum bromiir

Nitrik asit , 4 mol/L

Immunoafinite kolon: Rhone Diagnostis Technologies Aflaprep

4-8°C’de muhafaza edilir. Kullanmadan 6nce oda sicakligina gelmesi beklenir.

Aflatoksin B1, B2, G1, G2 standartlan : Kristalize

3.1.2.2 Alet EKipman Tanimlari

Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografi Cihazi (HPLC): SHIMADZU - HPLC 10Avp (HPLC
Sartlari: Ex. :365nm, Em. :435nm, Sicaklik : Oda sicakligi , Pompa akis hizi: 1 ml/dk,

Basing : Basing degeri ortam sicakligina gore 155-175 bar arasinda degisir)
Dedektor: RF-10AXL Fliioresans dedektor

HPLC kolonu: ACE C18, 250x4.6mm i.d., Sum

Kobra cell tiirevlendirme cihazi: Rhone Diagnostics Technologies
HPLC MS/MS, Triple quadropole

Analitik terazi: 0.1 mg hassasiyetle 6lciim yapabilen

Laboratuvar terazisi: 0.1 g hassasiyetle 6l¢iim yapabilen
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Su aktivitesi cihazi: Novatron, Novasina EEJA-3
Homojenizator: Robot Coupe R60

Rotary evaporator

Yiiksek devirli blender: 1 L blender kabi ile birlikte
Manyetik karistirici

Whatman No. 4 filtre kagidi

Cesitli hacimlerde balon joje

Mobil faz siizme aparati

Otomatik pipet : 0-100 pul ve 100-1000 pl arasi ayarlanabilen



41

3.2 Yontem

Bu calisma kapsaminda, findik isletmelerinde aflatoksin riskini en aza indirilmesini saglamak

amaci ile findik isletme tesisindeki iiretim kosullar1 dikkate alinarak;

I. PILOT OLCEKLI UYGULAMA: Findik iiriinlerinde aflatoksin olusumunun saglanmasi
icin mikrobiyolojik 6n denemelerin gerceklestirilmesi ve isleme asamalarinda aflatoksin

diizeyinin belirlenmesi,

II. ISLETME OLCEKLI UYGULAMA: Findik isleme tesislerinde fiziksel ve 1sil

siireglerin aflatoksin diizeyi lizerine etkisinin belirlenmesi ¢alismalart yapilmistir.

Yapilan calismalarda alinan findik 6rneklerinde Boliim 3.1°de isimleri ve 6zellikleri verilen

malzemeler kullanilarak aflatoksin analizleri ger¢eklestirilmistir (Boliim 3.2.2)

3.2.1 Pilot olcekli uygulama (Asama 1)

Findik iiriinlerinde aflatoksin olusumunun saglanmasi icin mikrobiyolojik 6n denemelerin
gerceklestirilmesi ve isleme asamalarinda aflatoksin diizeyinin belirlenmesi amaci ile yapilan
calismalarda toplam 340 kg findik 6rnegi kullanilmistir. 40 kg findik asilama Oncesi 6n
denemeler icin kullanilmis olup, asilama c¢alismasi 200 kg Ik findik ornekleri ile
gergeklestirilmistir. Asilama asamasi i¢in temin edilen 6rnekler homojen olmasi amaci ile
kanistirilmis ve 10 kg lik ii¢c farkli 6rnekleme yapilarak aflatoksin analizleri ve su aktivitesi
analizleri gerceklestirilmistir. Su aktivitesi analizi i¢in findiklar iyice oOgiitiilmiistiir ve
sonugclar su aktivitesi cihaz1 (Novatron, Novasina EEJA-3) vasitasiyla elde edilmistir. Ornekler 10

kg partilere ayrilarak asilma ¢alismalarina baslanmistir.

Pilot 6lcekli bu uygulamada birincisi aflatoksijenik kiif agilanmis findiklarda, ikincisi dogal
olarak kontamine olmus findiklarda olmak iizere iki farkli deneme gerceklestirilmistir.
Birinci uygulama asamalarinda TUBITAK MAM Gida Enstitiisii Kiif Koleksiyonundan
secilen aflatoksin iiretebilme potansiyeli yiiksek A.flavus kiifii uygun besiyeri ortaminda
cogaltilarak 500 g findiga 0.06 ml/g oraninda asilanmistir. Calisma 10ng/g ve 20ng/g olacak
sekilde iki farkli aflatoksin diizeyinde gerceklestirilmek iizere planlanmistir. Her bir diizeyde
10 paralel calisma yiiriitiilmiistiir. Asilama Oncesinde findiklarin su aktivitesinin 0.85
diizeyine getirilebilmesi i¢in findiklar nemlendirilmis ve %85 Bagil Neme sahip ortamda
denge bagil nemine ulasincaya kadar bekletilmistir. %85 denge bagil nemine ulasan findiklar
toksijenik A.flavus kiifii ile asilanarak farkli aflatoksin diizeyine ulasincaya kadar sabit

sicaklik (25°C) ve bagil nem (%85) kosullarinda bekletilmistir (Bu calisma TUBITAK MAM
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Gida Enstitiisii Mikooji Laboratuvar tarafindan yapilmistir). Yiiksek aflatoksin diizeyine
ulagsan 500 g ik toksinli findiklar istenilen aflatoksin seviyesinde olacak oranda 10 kg lik
findiklarla kanistirilarak kavarma denemeleri gerceklestirilmistir. Karigtirma isleminden sonra

baslangi¢ aflatoksin miktarini tespit etmek amaci ile ilk analiz yapilmistir.

Ikinci denemede kullamlacak dogal olarak aflatoksin icerigi yiiksek findik partisi kabuklu
findiklarin arasinda tanelenmis olarak bulunan i¢ findiklarin se¢ilmesi ile olusturulmus ve bu

parti asilama calismasinda oldugu gibi 1s1l islem ve ayiklama islemine tabi tutulmustur.

Pilot 6lcekli uygulamada asilanmis findiklar kullanilarak yapilan ¢alismanin basamaklarn ve
aflatoksin analizi i¢in Ornek alinan asamalar asagida 3 madde halinde ve Sekil 3.1°de

Ozetlenmistir:

a. Toksin iireten kiiflerin secilerek gelistirilmesi (TUBITAK MAM Gida Enstitiisii

Mikoloji Laboratuvari tarafindan yapilmistir)

b. Findik iiriinlerinde yaklasik 10ng/g ve 20ng/g seviyelerinde aflatoksin olusacak
sekilde toksin iireten kiiflerin findik 6rneklerine asilanmasi (TUBITAK MAM Gida

Enstitiisii Mikoloji Laboratuvari tarafindan yapilmistir).

c. Findiklarin pilot isletmede islenerek kavurma, zar atma ve el ile ayiklama

islemlerinin yapilmasi ve her asamada aflatoksin analizlerinin yapilmasi
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A 4

Asilama-(11-13 mm) inkllbasyon [«

10 kg @ l <10 ng/g

Aflatoksin
testleri

10 ng/g & 20 ng/g J' @
Kavurma
Zar <
Zar Atma
Ret El ile ayiklama

Q l
Saglam @

Sekil 3.1 Asama 1 ¢alisma plani
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3.2.2 Iisletme olcekli uygulama

3.2.2.1 Findik isleme tesislerinde uygulanan fiziksel islemlerin (kirma, boylama)

aflatoksine etkisi (Asama 2)

Findik isleme tesislerinde uygulanan fiziksel siireclerin aflatoksin diizeyi iizerine etkisinin
belirlenmesi ¢aligmalart i¢in yiiriitiilen calismada 10 tonluk findik partilerinde Sekil 3.2’deki
caligma planina gore Ornekleme yapilmis ve alinan Orneklerde aflatoksin analizleri
gerceklestirilmistir. Alinan 6rnek miktarlar1 ve hangi asamalarda ornekleme yapildigi Sekil
3.2’de verilmistir. 10 tonluk findiklar kullanilarak calisma yapilmis ve kirma islemi igin
kullanilan findiklarda aflatoksin analizi 15 kg’lik Orneklerde 3 paralel calisma ile
gerceklestirilmistir. Oncelikle kabuklu findiklarda aflatoksin dagilimmin belirlenmesi
amaciyla saglam, kabuksuz findik ve catlak findiklarda aflatoksin analizleri yapilmis, daha
sonra boyutlandirma isleminin etkisi icin burusuk, 9-11mm, 11-13mm, 13-15mm ve >15 mm
olmak tizere 5 farkh findik boyutlarindaki findiklarda aflatoksin analizleri gerceklestirilmesi
planmis, ancak yapilan ¢alismada ornek olarak secilen findiklarin 6zelliklerine (Levant kalite)
bagh olarak 5 farkli boylama yapilmasi miimkiin olamamig, 9 mm’nin altindaki findiklar ile
9-11mm findiklar i¢in ayr1 ayr1 olarak ve 15mm {istii findiklar ile 6rnekleme yapilamamigtir
(Sekil 3.2). Son olarak elle ayiklama isleminin etkisi icin ¢iiriik, burusuk ve saglam findiklar

el ile secilmis ve aflatoksin analiz gerceklestirilmistir.

3.2.2.2 Findik isleme tesislerinde uygulanan 1sil islemlerin (beyazlatma, kavurma)

aflatoksine etkisi (Asama 3)

Findik isleme tesislerinde uygulanan 1sil islemlerin aflatoksin diizeyi iizerine etkisinin
belirlenmesi ¢aligmalari icin yiiriitiilen calismada Cizelge 3.1°de verilen 3 farkli findik isleme
tesisinden Sekil 3.3’deki ¢alisma planina gore Ornekleme yapilmis ve alinan Orneklerde
aflatoksin analizleri gerceklestirilmistir. Alman ©Ornek miktarlann ve hangi asamalarda
ornekleme yapildigi Sekil 3.3’de verilmistir. Beyazlatma isleminin aflatoksine etkisinin
belirlenmesi amaciyla beyazlatma oncesi findiklarda, beyazlatilan findiklarda, zarda ve
beyazlatma sonrasi ayiklama asamalarinda alman Orneklerde aflatoksin analizleri
gergeklestirilmistir. Kavurma isleminin etkisinin belirlenmesi amaciyla da 2 farkli sicakliktaki
kavurma prosesinde kavurma oOncesi findiklarda, kavurma sonrasi findiklarda, zarda ve
kavurma sonrast1 ayiklama asamalarinda alinan Orneklerde aflatoksin  analizleri

gerceklestirilmistir (Sekil 3.3).



Cizelge 3.1 Firmalardan yapilan 6rnekleme ¢alismalart
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Islem Adi Firmal Firma2 Firma3
Beyazlatma calismalar1 (125°C) X X X
Az Diizeyde Kavurma (140-145°C) X X X
Orta Diizeyde Kavurma (150-155°C) X XX
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Saglam : 10kg
Kabuklu Findik,15 kg,3 tekrar o Elle ayirma | Fallak :10kg
i I¢/gagal: 3kg
Kirma »  Kabuk
\ 4
Boylama
9-11 mm ve burusuk 11-13 mm 13-15 mm
A 4 A 4 A 4
Ayiklama Ayiklama Ayiklama
S R R S3 R S4
5ka 5ka

5ka

A

CURUK (5kg)

BURUSUK (5kg)

Sekil 3.2 Asama 2 ¢aligma plani
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Levant kalite -3tekrar

Levant kalite- 3tekrar

Levant kalite- 3tekrar

5 kg l 5 kg Skg
\ 4 \ 4
Beyazlatma Kavurma-Az Kavurma-Orta
~140 °C ~155 °C
5 5kg 5kg
A 4 Y
Zar Atma Zar Atma Zar Atma
5kg 5kg 5kg 5kg 5 k 5k
A A A A N °y
2! E. Sorting zar E. Sorting zar E. Sorting
A 4 A h 4 A 4 v L 4
Ret S1 Ret S 1 Ret S 1
Skg  Skg 5kg  5kg 5kg 5kg
\ 4 v v
Elle Elle Elle
5 kg Skg 5kg 5kg 5 kg 5 kg
\4 \4 v v v v
Ret S2 Ret S2 Ret S2

Sekil 3.3 Asama 3 calisma plan
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3.2.3 Findik orneklerinde aflatoksin analizi

Kristalize aflatoksin standartlar1 kullanmildi. Shimadzu RF-10AXL fluoresans dedektorlii
Shimadzu Class Vp 5.0 HPLC cihazinda ters faz kolon (ACE C18, 250x4.6mm i.d., Suym -
Advanced Chromatography Technologies, Aberdeen, Scotland) kullanilarak analizler yapildi.

Analizde kullanilan malzemeler ve 6zellikleri Boliim 3.1°de verilmistir.

Numuneler homojenizator (Robot Coupe R60) yardimiyla 1:1 oraninda su ile homojen edildi.
Homojen edilmis numunelerden 100g laboratuar numunesi alinarak metanol-su ¢ozeltisi ile
hizlh karistiricida (Waring blender) ekstraksiyon islemi yapildi. Immunoaffinite kolonlardan
gecirilerek saflastirilan aflatoksinler kolon sonrasi tiirevlendirme islemiyle (Kobra-cell)
HPLC cihazinda analiz edildi. Kullanilan yontem (AOAC 999.07, 2005) TUBITAK MAM
Gida Enstitiisii laboratuarlarinda valide edilmis ve Alman Akreditasyon Kurulusu DAR
tarafindan ISO/IEC 17025:2005 standardina gore akredite edilmis bir yontemdir.

3.2.3.1 Aflatoksin standardinin hazirlanmasi:

Spektrofotometre kalibrasyonu:

9 mmol/L siilfiirik asit c¢ozeltisi hazirlanir (Iml konsantre siilfiirik asit 2L’ye saf su ile
tamamlanir.). Hazirlanan cozelti ile 0.25 mmol/L potasyum dikromat ¢ozeltisi hazirlanir

(78mg potasyum dikromat 1L, 9 mmol/L siilfiirik asit ile ¢oziiliir.).

25ml 0.25 mmol/L potasyum dikromat c¢ozeltisi 9 mmol/L siilfiirik asitle 50ml’ye

tamamlanarak 0.125 mmol/L potasyum dikromat ¢ozeltisi hazirlanir.

25ml 0.125 mmol/L potasyum dikromat cozeltisi 9 mmol/L siilfiirik asitle 50ml’ye

tamamlanarak 0.0625 mmol/L potasyum dikromat ¢ozeltisi hazirlanir.

Kor olarak kullanilan 9 mmol/L siilfiirik asit ¢ozeltisine karsin, degisik konsantrasyonlarda
hazirlanan ii¢ potasyum dikromat ¢ozeltisinin 350nm civarindaki maksimum absorbsiyonu

(A) olciiliir.

Her konsantrasyonun molar absorptivitesi, €, hesaplanir;

€=A/(L.xC), (C= konsantrasyon, mol/L, L= 1cm) 3.1
Hesaplanan ii¢ € degerinin ortalamas1 alinir, ve diizeltme faktorii F bulunur;

F=3160/ €ort (3.2)
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0.95<F<1.05 sart1 saglaniyorsa bu spektrofotometre standart kalibrasyonu i¢in kullanilabilir.
Stok standart hazirlanmasi ve kalibrasyonu

Kristal halde bulunan aflatoksin B;, B,, G;, G, standartlari, Benzen/Asetonitril [98+2 (v+V)]

¢ozeltisi icinde ¢oziindiiriilerek 10pg/ml konsantrasyonda c¢ozeltiler elde edilir.

Kor olarak kullanilan Benzen/Asetonitril ¢ozeltisine karsin hazirlanan  standartlarin
350nm’deki absorbanslar1 (A) okunur. Her aflatoksinin konsantrasyonu C (ug/L), 3.3 nolu
esitlik ve Cizelge 3.2’deki veriler kullanilarak hesaplanir.

C= 1000xFxAxMy/ €} (3.3)
A: Absorbans degeri
M: Her bir aflatoksinin molekiil agirligi, (g/mol)
€ Her bir aflatoksinin Benzen/Asetonitril i¢cindeki molar absorbtivitesi, (m2/m01)

F: Spektrofotometre faktorii

Cizelge 3.2 Aflatoksinlerin molekiil agirligi (M) ve molar absorptiviteleri (E )

M € (m*/mol)
Aflatoksin (g/mol)
B, 312 19800
B> 314 20900
G 328 17100
Gy 330 18200

Hazirlanan standartlardan Benzen/Asetonitril icerisinde 1000ng/ml aflatoksin B; ve Gy,

200ng/ml aflatoksin B, ve G, standartlar1 hazirlanir.

Karnigik stok standart hazirlamak icin 10ml’lik balon jojeye seyreltik standartlardan 1’er ml
almir. Cozelti azot gaz1 altinda ugurulur. 4ml metanol eklenir. Aflatoksinlerin ¢oziinmesi
beklenir. Daha sonra 10ml’ye su ile tamamlanir. lyice karistirilir. (Karisik stok standardin son

konsantrasyonu B ve G i¢in 100ng/ml; B, ve G; i¢in 20ng/ml olur.)
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Stok standartlar koyu renkli numune siselerine konur ve parafilm ile iyice kapatilir. 4°C’nin
altinda muhafaza edilir. Tekrar kullanilacagi zaman 6nce oda sicakligina gelmesi beklenir

daha sonra parafilm cikarilir
Calisma standardi hazirlanmasi:

Hazirlanan karigik stok standarttan Cizelge 3.3’deki miktarlar alinir ve 10 ml’lik balon

jojelere konur. Metanol/su (40/60) ile ¢izgisine tamamlanir.

Cizelge 3.3 Calisma standartlarinin hazirlanmast

Caligma Ara standarttan Son konsantrasyonlar (ng/ml)
standard1 | alinan miktar (ul)
B1 B2 G1 G2
1 40 0.400 0.080 0.400 0.080
2 120 1.200 0.240 1.200 0.240
3 200 2.000 0.400 2.000 0.400
4 280 2.800 0.560 2.800 0.560
5 360 3.600 0.720 3.600 0.720

3.2.3.2 Kalibrasyon grafigi

Her bir aflatoksin i¢in en az bes ayr1 noktadan olusan ve her diizeyde 3 paralelli olmak iizere
toplam 15 standart enjeksiyonu ile kalibrasyon grafikleri cizilir. Kalibrasyon grafigi icin
3.2.3.1°’de hazirlanan ¢aligma standartlar1 kullanilir. Hazirlanan her standarttan HPLC’ye
100wl enjekte edildikten sonra elde edilen sonuglardan faydalanilarak konsantrasyona karsi
alan grafikleri ¢izilir. Bu ¢alismada kalibrasyon grafigi c¢izmek i¢in hazirlanan aflatoksin
standartlarinin ~ spektrofotometrede hesaplanan konsantrasyonlar1 Cizelge 3.4’de ve
kromatogramlarindan elde edilen alanlart Cizelge 3.5’de verilmistir. Bu standartlar
kullanilarak hazirlanan kalibrasyon grafikleri (Sekil 3.4, Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7) ve her
standardin HPLC’den elde edilen kromatogrami asagidaki sekillerde verilmistir (Sekil 3.8,
Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12).
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Cizelge 3.4 Kalibrasyon grafiginde kullanilan standartlarin konsantrasyonlari

Son konsantrasyonlar (ng/ml)
B, B> G, G,
1 0.422 | 0.092 0.414 0.078
2 1.265 | 0.275 1.241 0.233
3 2.108 |0.458 2.068 0.388
4 2951 |0.641 2.895 0.543
5 3.794 | 0.824 3.722 0.698

Cizelge 3.5 Kalibrasyon grafiginde kullanilan standartlarin konsantrasyonlar1 ve alanlart

B; (ppb)  Alan B, (ppb)  Alan | G, (ppb) Alan | G (ppb) Alan
0.422 72708 0.092 32414 0.414 66902 0.078 14827
0.422 70974 0.092 33685 0.414 68276 0.078 15669
0.422 68036 0.092 33052 0.414 67727 0.078 13937
1.265 223207 0.275 97893 1.241 209403 0.233 46449
1.265 220255 0.275 97123 1.241 209586 0.233 45240
1.265 216708 0.275 95670 1.241 206752 0.233 45157
2.108 359252 0.458 157593 2.068 343489 0.388 75596
2.108 358665 0.458 157293 2.068 341723 0.388 74980
2.108 357952 0.458 157032 | 2.068 342557 0.388 75647
2.951 503450 0.641 226032 2.895 485934 0.543 106854
2.951 496809 0.641 223201 2.895 483962 0.543 106652
2.951 498463 0.641 223261 2.895 481374 0.543 104698
3.794 623068 0.824 278545 3.722 604929 0.698 135947
3.794 622815 0.824 271209 3.722 599857 0.698 135533
3.794 621034 0.824 277964 3.722 604623 0.698 136216
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Alan

S = 7257.82773322
r = 0.99940381

Konsantrasyon (ppb)

Sekil 3.4 Aflatoksin B kalibrasyon grafigi

Alan

S = 3852.30821516
r=0.99914536

Konsantrasyon (ppb)

Sekil 3.5 Aflatoksin B, kalibrasyon grafigi
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Alan

S = 5929.38365781
r = 0.99957992

Konsantrasyon (ppb)

Sekil 3.6 Aflatoksin G kalibrasyon grafigi

Alan

S =718.03988176
r = 0.99987805

Konsantrasyon (ppb)

Sekil 3.7 Aflatoksin G, kalibrasyon grafigi
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Name @
0,004 0,004
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;3 0,002 0,002 ;3
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0,000 - 0,000
o
T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
Minutes

Sekil 3.8 Aflatoksin standartlart kromatogrami (B;:0.422ppb, G,:0.414ppb, B,:0.092ppb,

G,:0.078ppb)
0,015 0,015
Name @
0,010 0,010
Al
2 o 2
o o
> 4 L >
0,005 o 0,005
(O] L
0,000 0,000
| 5 |
““““ L L L L L L L L B
0 2 4 6 8 10 12
Minutes

Sekil 3.9 Aflatoksin standartlar1 kromatogrami (B;:1.265ppb, G;:1.241ppb, B»:0.275ppb,
G,:0.233ppb)
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Name H m
0,02 n 0,02
(3]
2 o 2
o o
> 0,01 0,01 >
[aV]
(O]
0,00 ~" —[ATJ‘_ o 0,00
(O]
““““ LIS L L B B L B L L L L L L L B
0 2 4 6 8 10 12
Minutes

Sekil 3.10 Aflatoksin standartlari kromatogrami (B;:2.108ppb, G;:2.068ppb, B,:0.458ppb,

G,:0.388ppb)
—_ 5]
003 Name n @ 0,03
0,02 0,02
2 ] & 7 2
o — - o
> >
0,01 & 0,01
0,00 — ﬁj\JJ — 1 -0,00
““““ L B L B L L B B B B
0 2 4 6 8 10 12
Minutes

Sekil 3.11 Aflatoksin standartlari kromatogrami (B;:2.951ppb, G;:2.895ppb, B,:0.641ppb,
G,:0.543ppb)
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0,04 4 — 0,04
Name H m
0,034 n 0,03
[3Y)

% 0,024 m 0,02 %
> >
3 o L

S
0,014 j\J 0,01
0,00 —~—— = ‘ 0,00
T 5 I
i T T T T T 7
0 2 4 6 8 10 12
Minutes

Sekil 3.12 Aflatoksin standartlari kromatogrami (B;:3.794ppb, G;:3.722ppb, B,:0.824ppb,
G,:0.698ppb)

3.2.3.3 Findiklardan aflatoksinlerin ekstraksiyonui

Numuneler homojenizator (Robot Coupe R60) yardimiyla 1:1 oraninda su ile homojen edilir.
1L’lik blender kabina 100 gram homojenize edilmis numune 0.1 g hassasiyetle tartilir. 4 gram
sodyum kloriir, 50 ml su ve 150 ml metanol eklenir, 3 dakika yiiksek devirde karistirilir.
Whatman No.4 Filtre kagidindan siiziiliir. Siiziilen kisimdan 5 ml alinir 5 ml PBS ¢ozeltisi ile

iyice kangtirilir. Boliim 3.2.3.4 uygulanir.

3.2.3.4 immiinoaffinite safhasi ve enjeksiyon

Immunoaffinite kolonun basindaki mavi kisim ¢ikarilir, ucu kesilir ve tekrar takilir. Kolon bu
kismindan el pompasina sabitlenir. Ekstraksiyonu tamamlanmis numune el pompasindaki cam
enjektore konur. Kolondan saniyede yaklasik 1 damla akacak sekilde gecirilir. Daha sonra 2
kez 10 ml saf su gecirilerek yikama yapilir (akis hiz1 5 ml/ dakikay1 gegmemelidir) Kolondan
birkag¢ saniye hava gecirilip su tamamen ¢ikarilir. 1 ml metanol alinir ve kolondan yavasca
gecirilir. Bu sirada bir iki kez piston geri cekilerek (backflushing) dolgu maddesinin metanol
ile iyice temas1 saglanir. Tiim metanol 5 ml’lik koyu renkli siseye toplanir. 1 ml su ile islem
tekrarlanir ve su aymi siseye alinir. Toplam hacim 2 ml olur. HPLC’ye 100ul enjeksiyon

yapilir. Her numune i¢in en az 2 enjeksiyon yapilir.
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3.2.3.5 Hesaplamalar

Analizin seyreltme faktorii 2°dir. Bu yiizden sonug 2 ile ¢arpilir.
Ornek: Analiz sonunda Aflatoksin B, 2 ng/ml bulunsun.
(50gram/250ml)x5Sml/2ml = 0.5g/ml’dir.

Ornegin 0.5g/ml’sinde 2ng/ml bulunursa 1graminda 4ng olur. Sonug: 4 ng/g Aflatoksin B,

3.2.4 HPLC MS/MS kullanilarak kavurma isleminin findiklardaki aflatoksine etkisinin

arastirilmasi

Aflatoksinlerin degradasyonu ile ilgili cesitli calismalar olmasina karsin findiklardaki
kavurma isleminin aflatoksini nasil etkiledigi konusunda herhangibir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu sebeple 6n calisma niteliginde kalitatif bilgi edinmek iizere bu calisma
tasarlanmistir. HPLC MS/MS kullanilarak aflatoksinlerin kavurma islemi sonrasinda

findiktaki degradasyonunun incelenmesi 4 asamada gerceklestirilmistir:

3.2.4.1 Findigin aflaoksijenik kiif ile asilanmasi

Findiklarda kavurma isleminin aflatoksin iizerine etkisinin arastirilmasi icin bir deneme
yapilmistir. Bu amacla oncelikle afaltoksin icermeyen findik 6rnegi TUBITAK MAM Gida
Enstitiisi Mikoloji Laboratuvarinda aflatoksijenik kiif ile asilanarak yaklasik 30 ppb
diizeyinde aflatoksin icerecek kadar inkiibe edilmistir. Asilama islemi Bolim 3.2.1°de

aciklandig: sekilde yapilmistir. Caligma 3 paralelli olacak sekilde planlanmustir.

3.2.4.2 Findik orneklerinin kavrulmasi

Asilanmis ve asilanmamis Ornekler homojenizasyonun saglanmasi amaciyla blender
kullanilarak 6giitiilmiis ve iyice karistirllmigtir. Daha sonra petri kaplarina 3 paralelli olacak
sekilde 6giitiilmiis orneklerden 0.1g hassasiyetle 25g tartilmistir. Asilanmis ve asilanmamis
ornekler ~155 °C’de 30 dakika siireyle TUBITAK MAM Gida Enstitiisii Findik Isleme

tesislerinde kavrulmuslardir.
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3.2.4.3 Fmdik orneklerinden aflatoksin ve muhtemel degredasyon iiriinlerinin

ekstraksiyonu

Petrilerdeki 25g drnekler 1L°lik blender kabina aktarilir. Uzerine 4 gram sodyum kloriir, 50
ml su ve 75 ml metanol eklenir, 3 dakika yiiksek devirde karistiritlir. Whatman No.4 Filtre
kagidindan siiziiliir. Stiziilen kistmdan 20ml alinarak azot altinda kuruluga kadar ucurulur ve
kalint1 1 ml metanolde ¢oziiliir. Kalitatif bir calisma yapildigindan kavurma sonrasindaki nem

kaybi1 dikkate alinmamastir.

3.2.4.4 Orneklerin HPLC MS/MS’e enjeksiyonu

Bu calisma TUBITAK MAM Gida Enstitsii Kalinti Laboratuvari’nda yapilmustir. Kiitle
spektrometresine orneklerden 10ul enjeksiyon edilmistir. Mobil faz olarak %1 formik asit
iceren methanol:su (50:50) karistmi kullamilmustir. Elektron Sprey Iyonizasyon (ESI) teknigi
ile iyonizasyon gergeklestirilmis ve “Triple quadropole” dedektdr kullanilmustir. Orneklerin

50-500 m/z (Kiitle/yiik) araliginda kiitle spektrumlar1 alinmastir.
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4. BULGULAR

4.1 Pilot Olcekli Uygulamalar Sonrasi Elde Edilen Bulgular (Asama 1)

Pilot 6lcekli bu uygulamada birincisi aflatoksijenik kiif agilanmis findiklarda, ikincisi dogal
olarak kontamine olmus findiklarda olmak iizere iki farkli deneme gerceklestirilmistir.
Asilanmig findiklarla yapilan calismada da iki farkli aflatoksin konsantrasyonunda
calisilmistir. Asilanmis findiklarla yapilan her iki uygulama sonucunda (Sekil 4.1, 4.2) isleme

oncesi ve sonrasinda ulagilan aflatoksin diizeyleri Cizelge 4.1 ve 4.2°de verilmistir.

Birinci agilama ¢aligmasinda 10 denemenin 8’inde 8.20+1.00ng/g toplam aflatoksin diizeyine
ulasilmistir. ki denemede aflatoksin diizeyleri yaklastk 2ng/g olarak tespit edilmis ve
degerlendirmeye alinmamistir. Bu ¢alismada, zar atma amaci ile 120-125°C’de, 30 dk yapilan
1s1l iglemleri sonrasinda aflatoksin diizeyinde %46 azalma kaydedilmistir. Aflatoksin
miktarinin Ozellikle zarda (11.00+5.24ng/g) yogunlastig1 tespit edilmistir. Elle ayiklanan
ciiriik findiklarda 1.274+0.84 ng/g, saglam findiklarda ise 0.17+0.07ng/g aflatoksin tespit
edilmistir. Tiim denemelerde findik zarinin atilmasi ve ciiriiklerin elle ayrilmasi ile aflatoksin
diizeyinde %97.98+0.84 azalma kaydedilmistir.  Ikinci asilama g¢aligmasinda asilanan
findiklar 3 giin sonrasinda istenilen aflatoksin diizeyine ulasmis ve findiklarda ciiriimeler
basladigr gozlenmistir. 10 denemede ortalama 27.66+8.80ng/g toplam aflatoksin diizeyi
belirlenmistir. Ikinci asilama calismasinda, zar atma amaci ile 120-125°C’de, 30 dk yapilan
1s1l islemleri sonrasinda aflatoksin diizeyinde %51 azalma kaydedilmistir. Aflatoksin
miktarinin zarda ve ¢iirilk findiklarda yogunlastig1 tespit edilmistir. Elle ayiklanan ciiriik
findiklarda 21.05+11.61ng/g, saglam findiklarda ise 0.42+0.08 ng/g aflatoksin tespit
edilmigtir. Tiim denemelerde findik zarinin atilmasi ve ciiriiklerin elle ayrilmasi ile

aflatoksin diizeyinde %98.35+0.33 azalma kaydedilmistir.

Dogal olarak aflatoksin igerigi yiiksek findik partisi kabuklu findiklarin arasinda tanelenmis
olarak bulunan i¢ findiklarin secilmesi ile olusturulmus ve bu parti asilama calismasinda
oldugu gibi 1s1l islem ve ayiklama islemine tabi tutulmustur ve asilama calismasinda elde

edilen bulgular destekleyici sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.3).

Dogal olarak bulagik findik partisinde de ciiriik findiklarin ve findik zarinin uzaklastirilmasi
ile son {riinde aflatoksin konsantrasyonunun onemli Olciide (%99.88) azaldig1 tespit

edilmistir (Cizelge 4.3).

Bu calismada yapilan analizlere ait HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.4 - 4.21°de verilmistir.



Cizelge 4.1 Asilanmis findiklarin (~5-10ng/g diizeyinde) kavurma 6ncesi ve sonrasinda
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aflatoksin diizeyleri

1. Diizey (~5-10ng/g) Aflatoksin B, ng/g|Toplam Aflatoksin, ng/g
Baslangic 7.89+1.00 8.20+1.02

Isil Islem Sonrasi (120-125°C) 4.26+1.32 4.46+1.39

Beyazlatma Sonrasi 0.13+0.02 0.13+0.02

Zar 10.24+5.23 11.00+£5.24

Ciiriik 1.22+0.81 1.27+0.84

Saglam 0.17+0.07 0.17+0.07

Ortalama % Azalma 97.90+0.87 97.98+0.84

Cizelge 4.2 Asilanmis findiklarin (~20-30ng/g diizeyinde) kavurma Oncesi ve sonrasinda

aflatoksin diizeyleri

2. Diizey (~20-30ng/g) Aflatoksin By, ng/g | Toplam Aflatoksin, ng/g
Baslangic 25.92+8.66 27.66+8.80

Isil Islem Sonrasi (120-125°C) 12.81£1.80 13.49+1.88

Beyazlatma Sonrasi 1.36+0.46 1.42+0.49

Zar 26.85+4.16 28.73+4.28

Ciiriik 20.11£1.09 21.08+11.61

Saglam 0.42+0.08 0.42+0.08

Ortalama % Azalma 98.31+0.40 98.35+0.33

Cizelge 4.3 Dogal aflatoksinli findiklarin (~84ng/g diizeyinde) kavurma dncesi ve sonrasinda

aflatoksin diizeyleri

Dogal Aflatoksinli parti (~84ng/g) | Aflatoksin B;, ng/g | Toplam Aflatoksin, ng/g
Baslangi¢ 14.56+0.07 84.12+0.10

Isil islem Sonrasi 0.20£0.12 0.79+0.34

Beyazlatma Sonrasi 0.49+0.57 2.13+0.88

Zar 1.37+£0.41 2.09+0.63

Ciiriik 36.88+11.30 115.20+35.19

Saglam <LOD <LOD

Ortalama % Azalma 97.73 99.88
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Asilama 1
(B1:7,89-Top:8,20)

Kavurma
(B1:4,26-Top:4,46)

!

Zar Atma Zar
(B1:0,13-Top:0,13) (B1:10,24-Top:11,00)
El ile ayiklama Curuk
—> (B1:1,22-Top:1,27)

Saglam
(B1:0,17-Top:0,17)

Sekil 4.1. Asilama akis semasi (~5-10ng/g diizeyinde)

Asillama 2
(B1:25,92-Top:27,66)

Kavurma
(B1:12,81-Top:13,49)

!

Zar Atma Zar
(B1:1,36-Top:1,42) (B1:26,85-Top:28,73)
A
El ile ayiklama Cuiriik
—>| (B1:20,11-Top:21,08)

Saglam
(B1:0,42-Top:0,42)

Sekil 4.2. Asilama akis semasi1 (~20-30ng/g diizeyinde)
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Dogal
(B1:14,56 -Top:84,12)

Kavurma
(B1:0,20-Top:0,79)

'

Zar Atma Zar
(B1:0,49-Top:2,13) (B1:1,37-Top:2,09)
El ile ayiklama Gurok
> (B1:36,88-Top:115,20)

Saglam
(B1<LOD-Top:0,36)

Sekil 4.3. Dogal aflatoksinli findik calismast akis semasi (~84ng/g diizeyinde)
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Sekil 4.4 Asilanmis findiklarin (~5-10ng/g) baslangi¢ 6rnegine ait kromatogram
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Sekil 4.5 Asilanmis findiklarin (~5-10ng/g) kavurma sonrasi drnegine ait kromatogram
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Sekil 4.6 Asilanmis findiklarin (~5-10ng/g) zar atma sonrasi ornegine ait kromatogram
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Sekil 4.7 Asilanmis findiklarin (~5-10ng/g) zar atma sonrasi zarina ait kromatogram
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Sekil 4.8 Asilanmis findiklarin (~5-10ng/g) ciiriik 6rnegine ait kromatogram
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Sekil 4.9 Asilanmis findiklarin (~5-10ng/g) saglam 6rnegine ait kromatogram
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Sekil 4.10 Asilanmis findiklarin (~20-30ng/g) baslangic 6rnegine ait kromatogram
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Sekil 4.11 Asilanmis findiklarin (~20-30ng/g) kavurma sonrasi érnegine ait kromatogram
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Sekil 4.12 Asilanmis findiklarin (~20-30ng/g) zar atma sonrasi drnegine ait kromatogram
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Sekil 4.13 Asilanmis findiklarin (~20-30ng/g) zar atma sonras1 zarina ait kromatogram
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Sekil 4.14 Asilanmis findiklarin (~20-30ng/g) ciiriik 6rnegine ait kromatogram
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Sekil 4.15 Asillanmis findiklarin (~20-30ng/g) saglam 6rnegine ait kromatogram
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Sekil 4.16 Dogal aflatoksinli findiklarin (~84ng/g) baslangi¢c 6rnegine ait kromatogram
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Sekil 4.17 Dogal aflatoksinli findiklarin (~84ng/g) kavurma sonrasi 6rnegine ait kromatogram
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Sekil 4.18 Dogal aflatoksinli findiklarin (~84ng/g) zar atma sonrasi 6rnegine ait kromatogram
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Sekil 4.19 Dogal aflatoksinli findiklarin (~84ng/g) zar atma sonrasi zarina ait kromatogram
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Sekil 4.20 Dogal aflatoksinli findiklarin (~84ng/g) ¢iiriikk 6rnegine ait kromatogram
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Sekil 4.21 Dogal aflatoksinli findiklarin (~84ng/g) saglam 6rnegine ait kromatogram
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4.2 Findik isleme tesislerinde uygulanan fiziksel islemler (kirma, boylama, ayiklama)

sonrasli elde edilen bulgular (Asama 2)

10 tonluk findik partisinden boylama, kirma ve ayiklama asamalarindan sonra alinan findik
orneklerinde aflatoksin analizleri gerceklestirilmis (Sekil 4.22) ve sonuglar Cizelge 4.4’de
verilmigtir. Yapilan calismada ornek olarak secilen findiklarin 6zelliklerine bagli olarak 5
farkli boylama yapilmasi miimkiin olamamis, 9 mm’nin altindaki findiklar ile 9-11mm
findiklar ayr ayr1 ve 15mm {isti findiklar ile 6rnekleme yapilamamistir. Kirma islemi icin
kullanilan findiklarda aflatoksin analizi 15 kg’lik o©rneklerde 9 paralel calisma ile
gerceklestirilmistir. Baslangic Orneginde 0.83ng/g aflatoksin tespit edilmis olup kirma,
boylama ve secme islemlerinden sonra da orneklemeler yapilmistir. Kabuklu findiklar
arasindan saglam kabuklular, kabugu c¢itlamis olanlar ve ayrica kabugundan ayrilmis ic
findiklar (gagal) segilerek aflatoksin analizleri gergeklestirilmis ve kabuklu findiklar
arasindan secilen i¢ findiklarda toplam aflatoksin miktar1 24.57ng/g olarak tespit edilmistir.
Findiklar ii¢ farkli boya ayrlarak, ciiriik, burusuk ve saglam findiklar el ile se¢ilmis ve
aflatoksin analiz gerceklestirilmistir. Burusuk ve ciiriik findiklarda sirasi ile toplam aflatoksin
miktar1 0.93 ve 56.85ng/g olarak tespit edilmistir. Bu ¢alisma sonrasinda kabuklu findiklar
arasinda tanelenmis olarak bulunan i¢ findiklarda ve c¢iiriikk findiklarda aflatoksin riskinin
yikksek oldugu tespit edilmistir.  Ayrica, calismanmin aflatoksin riski yiiksek kabuklu

findiklarla tekrar edilmesi sonuglarin desteklenmesi bakimindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bu calismada yapilan analizlere ait HPLC kromatogramlart Sekil 4.23 - 4.29°da verilmistir.

Cizelge 4.4 Findik kirma islemi sonrasi aflatoksin analiz sonuglar

Findik Cesidi Aflatoksin B1 (ng/g) | Toplam Aflatoksin (ng/g)
Harman-kabuklu 0.25 0.83

Kabuklu (saglam) <LOD <LOD

Kabuklu (¢itlak-kirik) <LOD <LOD
I¢/Gagal-kirik findik 15.62 24.57

Ciirik 19.66 56.85

9-11 mm burusuk karisik <LOD <LOD

11-13 normal <LOD <LOD
13-15mm i¢ <LOD <LOD

Burusuk i¢ 0.29 0.93
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Saglam : <LOD
Kabuklu Findik-(B1: 0.25- Top:0,83 o Elle ayirma | Gatlak :<LOD
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Sekil 4.22 Kirma hatt1 6rnekleme asamalarn ve aflatoksin analiz sonuglar
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Sekil 4.23 Kirma islemi, baslangic 6rnegine ait kromatogram
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Sekil 4.24 Kirma islemi, kabuklu saglam 6rnege ait kromatogram
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Sekil 4.25 Kirma islemi, kabuklu ¢itlak-kirik 6rnege ait kromatogram
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Sekil 4.26 Kirma islemi, i¢c/gagal drnege ait kromatogram
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Sekil 4.27 Kirma islemi, ¢iiriik 6rnege ait kromatogram
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Sekil 4.28 Kirma islemi, boylanmig saglam ornege ait kromatogram
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Sekil 4.29 Kirma islemi, burusuk 6rnege ait kromatogram
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4.3 Findik isleme Tesislerinde Uygulanan Isil Islemler (Beyazlatma, Kavurma)

Sonrasi Elde Edilen Bulgular (Asama 3)

4.3.1 Beyazlatma

Beyazlatma amaci ile yapilan islemler sirasi ile 1s1l islem, elektronik ayirici (e-sorting) ve elle
ayiklama olarak o6zetlenebilir. Yapilan calismalar Sekil 4.30’da verilmistir. Beyazlatma
calismalar 3 uygulama ile 120-125°C de iki farkh firmada gerceklestirilmis ve islemeler ii¢
kez tekrarlanmigtir. Yapilan c¢alismalar sonucunda 3. uygulamada aflatoksin tespit
edilememistir. Diger iki uygulama sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda beyazlatma
hattinda aflatoksin limitlerinin altinda findik 6rnekleri ile ¢alisilmis ve ayiklanan ¢iiriik findik
orneklerinde ve zarda limitlerin {izerinde aflatoksin tespit edilmistir. Bu islemler sonrasi 1.
denemede baslangi¢ aflatoksin miktar1 2ng/g olan 6rnekler 120-125°C’de 1s1l islem sonrasinda
0.49ng/g aflatoksin diizeyine ulagmistir. Findik 6rneklerinin zarlarinda 4.04ng/g, e-sorting ile
ayiklanan ciiriik findiklarda 8.90ng/g, elle ayiklama sonrasinda ise ¢iiriikk findiklarda 43.39
ng/g aflatoksin tespit edilmistir. Beyazlatma islemi sonrasinda son iiriiniin aflatoksin
miktarinin tespit edilebilir sinirlarin  (LOD: Tespit edilebilir limit: B;<0.04ng/g,
Top<0.10ng/g) altinda oldugu belirlenmistir. Farkli bir firmada yapilan 2. uygulamada ise
baslangic orneklerinde toplam 3.89ng/g aflatoksin tespit edilmis olmasma karsin findik
orneklerinin zarlarinda ve e-sorting ile ayiklanan ciiriik findiklarda aflatoksin miktar tespit
edilebilir siirlarin altinda bulunmustur, ancak elle ayiklama sonrasinda ciiriik findiklarda
6.96ng/g toplam aflatoksin tespit edilmistir. Uygulamalar sonrasi elde edilen sonuglar Cizelge

4.5’ de ve Sekil 4.30’da verilmistir.

Bu calismada yapilan analizlere ait HPLC kromatogramlart Sekil 4.31 - 4.38’de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Beyazlatma islemi (120-125°C, 30-40 dk) sonras1 findik 6rneklerinde aflatoksin

diizeyleri
Uygulama 1-Firma 1 | Uygulama 2- Firma 2 | Uygulama 3 - Firma 2
Aflatoksin (ng/g) B1 Toplam B1 Toplam B1 Toplam
Baslangig 0.54 2.00 1.35 3.89 <LOD <LOD
Kavurma Sonrasi 0.28 0.49 <LOD <LOD <LOD <LOD
Beyazlatma Sonrasi 0.29 0.78 <LOD <LOD <LOD <LOD
Zar 1.85 4.04 <LOD <LOD <LOD <LOD
E-Sorting- Ret 7.48 8.90 <LOD <LOD <LOD <LOD
E-Sorting sonrasi <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Elle Ayiklama -Ret 6.43 43.39 217 6.96 <LOD <LOD
Son Uriin <LOD <LOD <LOD <LOD | <LOD <LOD
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Sekil 4.30 Beyazlatma Akis Semast
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Sekil 4.31 Beyazlatma islemi (120-125°C), uygulama 1, baslangi¢ drnegine ait kromatogram
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Sekil 4.32 Beyazlatma islemi (120-125°C), uygulama 1, kavurma sonrasi érnege ait
kromatogram
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Sekil 4.33 Beyazlatma islemi (120-125°C), uygulama 1, beyazlatma sonrasi 6rnege ait

kromatogram
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Sekil 4.34 Beyazlatma islemi (120-125°C), uygulama 1, zar 6rnegine ait kromatogram
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Sekil 4.35 Beyazlatma isglemi (120-125°C), uygulama 1, e-sorting red érnegine ait

kromatogram
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Sekil 4.36 Beyazlatma islemi (120-125°C), uygulama 1, e-sorting kabul 6rnegine ait
kromatogram
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Sekil 4.37 Beyazlatma islemi (120-125°C), uygulama 1, elle ayiklama red drnegine ait

kromatogram
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Sekil 4.38 Beyazlatma islemi (120-125°C), uygulama 1, son 6rnege ait kromatogram
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4.3.2 Kavurma

Kavurma amaci ile yapilan islemler sirasi ile 1s1l islem, elektronik ayirici (e-sorting) ile
ayiklama ve elle ayiklama olarak ozetlenebilir. Kavurma caligmalar1 az ve orta diizeyde olmak
tizere sirasi ile 140-145°C ve 150-155°C sicakliklarda gergeklestirilmistir. Her bir sicaklik
kosulu icin 3 uygulama farkli firmalarda, en az 10 tonluk findik partisi ile gergeklestirilmis ve
orneklemeler ii¢c kez tekrarlanmistir. Yapilan calismalar sonucunda az diizeyde kavurma
calismasinda iki uygulamada aflatoksin tespit edilememistir. Bu nedenle, 3 uygulamanin
disinda ayrica kabuklu findiklarin arasindaki tanelenmis i¢ findiklarin secilmesi ile
olusturulan 300 kg findik partisi kullanilmis ve islemler TUBITAK MAM Gida Enstitiisii
Findik Pilot Tesisinde gerceklestirilmistir. Ancak, Pilot Tesiste e-sorter olmadigindan 4.
uygulama i¢in bu asama yapilamamistir. Bu uygulamalar sonucunda elde edilen veriler
dogrultusunda kavurma hattinda aflatoksinli findik 6rnekleri ile ¢alisilmis olmasina ragmen
zar1 ayrilan ve ayiklanan saglam findik 6rneklerinde aflatoksin tespit edilmemistir. Yapilan
calismalar Sekil 4.39 ve Sekil 4.40’da verilmistir. Az diizeyde kavurma calismasi 1.
denemesinde (Sekil 4.39), baslangi¢ aflatoksin miktar1 42.40ng/g olan 6rnekler 140-145°C’de
151l islem sonrasinda 5.29ng/g aflatoksin diizeyine ulasmistir. Findik orneklerinin zarlarinda
25.81 ng/g, e-sorting ile ayiklanan ciiriik findiklarda 19.10ng/g, elle ayiklama sonrasinda ise
ciiriik findiklarda 2.96ng/g aflatoksin tespit edilmistir. Kavurma islemi sonrasinda son
Uriiniin  aflatoksin miktarinin tespit edilebilir smirlarin altinda oldugu belirlenmistir.
TUBITAK MAM GE Pilot Tesisinde yapilan diger uygulamada (Sekil 4.39) ise baslangi¢
orneklerinde 21.74ng/g, 1s1l islem sonrasinda ise findiklarda 0.19 ng/g toplam aflatoksin
tespit edilmistir. Findik 6rneklerinin zarlarinda aflatoksin miktar1 2.09 ng/g ve elle ayiklama

sonrasinda ciiriik findiklarda ise 16.00 ng/g olarak belirlenmistir.

Orta diizeyde yapilan kavurma calismalar1 Sekil 4.40°da verilmistir. Orta diizeyde kavurma
calismasi 1. denemesinde (Sekil 4.40), baslangi¢ aflatoksin miktar1 tespit edilebilir limitlerin
(B1:<0.04 — Top:<0.10) altinda olmasia ragmen elle ayiklama sonrasinda ¢iiriik findiklarda
15.17ng/g toplam aflatoksin tespit edilmistir. Kavurma islemi sonrasinda son {riiniin
aflatoksin miktarmin tespit edilebilir sinirlarin altinda oldugu belirlenmistir. Orta diizeyde
yapilan 2. uygulamada, 1. uygulamaya benzer olarak baslangic 6rneginde ve son iiriinlerde
aflatoksin miktar1 tespit edilebilir limitlerin (B1:<0.04 — Top:<0.10) altndadir. Ara
asamalardaki Orneklemelerde diisiik miktarda aflatoksine (0.12-0.45ng/g toplam aflatoksin)
rastlanmistir. Orta diizeyde yapilan 3. uygulamada ise tiim 6rneklemelerde aflatoksin diizeyi

tespit edilebilir limitin altindadir.



86

Az ve orta diizeyde kavurma uygulamalar sonrasi elde edilen sonuclar Cizelge 4.6’da

Ozetlenmistir. Az ve Orta diizeyde yapilan kavurma c¢alismalarinda 3. uygulamalarda

aflatoksin miktar1 tespit edilebilir limitlerin altinda oldugundan Cizelge 4.6’da bu

uygulamalar belirtilmemistir.

Bu calismada 140-145°C’de yapilan 1 nolu demeye ait analizlerin HPLC kromatogramlar1 Sekil
4.41 - 4.48°de verilmistir.

Cizelge 4.6 Az (140-145°C, 30-40 dk) ve Orta Diizeyde (150-155°C, 30-40 dk) kavurma
islemi sonrasi findik 6rneklerinde aflatoksin diizeyleri

Kavurma 1 Kavurma 2 Orta Kavurma 1 | Orta Kavurma 2

Aflatoksin(ng/g) (140-145°C) (140-145°C) (150-155°C) (150-155°C)
Bl |Toplam| Bl | Toplam | B1 | Toplam | BI1 Toplam

Baslangic 11.28 | 4240 | 3.84 21.74 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
Kavurma 1.11 5.26 0.12 0.19 0.37 1.74 <LOD | <LOD
Sonrasi
Zar Atma 0.23 0.34 0.18 0.33 <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
Sonrasi
Zar 12.71 25.81 1.37 2.09 0.15 0.16 0.15 0.16
E-Sorting Ret 9.84 19.10 - - <LLOD | <LOD 0.12 0.26
E-Sorting 0.17 0.32 - - <LLOD | <LOD 0.17 0.32
sonrasi
Elle Ayiklama - | 1.02 2.96 4.93 16.00 3.02 15.17 0.31 0.45
Ret
Son Uriin <LOD | <LOD | 0.04 0.126 | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD
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Az Kavurma -1 (140-145°C)

Az Kavurma-2 (140-145°C)

ic Findik (1)
(B1:11.28 — Top:42.40)

Kavurma (2)
(B1:1.11 — Top:5.26)

ic Findik (1)
(B1:3.84 — Top:21.74)

Kavurma (2)

(B1:0.12 — Top:0.19)

Beyazlatma

Zar (4)
(B1:12.71 -
Top:25.81)

Beyaz i¢ findik(3)
(B1:0.23 — Top:0.34)

E-sorting

Red Findik (6)

—>|  (B1:9.84 -
Top:19.10)
Kabul Findik (5)
(B1:0.17 - Top:0.32)
Red Findik
(7)
Elle Ayiklama (B1:1.02 -
Top:2.96)
SON URUN
Kabul Findik(8)
(<LOD)

Zar (4)
Beyazlatma (B1:1.37 -
Top:2.09)
Beyaz i¢ findik(3)
(B1:0.18 — Top:0.33)
Red Findik
(7)
Elle Ayiklama (B1:4.93 -
Top:16.00)
SON URUN
Kabul Findik(8)
(<LOD)
(Uygulamada kabuklu findiklarin
arasindaki  tanelenmis i¢  findiklarin

secilmesi ile olusturulan findiklar kullanildi
ve islemler TUBITAK MAM GE Findik
Pilot Tesisinde gerceklestirildiginden e-
sorting yapilamadi)

Sekil 4.39 Az diizeyde kavurma (140-145°C) akis semalar




Orta Kavurma — 1 (150-1552C)

Orta Kavurma — 2 (150-1552C)

ic Findik (1)
(B1:0.37 — Top:1.74)

)

Kavurma (2)

ic Findik (1)
(<LOD)

!

Kavurma (2)

(<LOD)
Zar (4)
Beyazlatma (B1:0.15 —
Top:0.16)

(<LOD)
Zar (4)
Beyazlatma (B1:0.16 —
Top:0.16)

Beyaz i¢ findik(3)
(<LOD)

Beyaz i¢ findik(3)
(<LOD)

E-sorting LS

Red Findik (6)

E-sorting LS

Red Findik (6)

(B1:0.12 -
Top:0.26)
Kabul Findik (5)
(<LOD)
Red Findik
Elle Ayiklama (B1 .(g)31 -
(B1:0.17 — Top:0.32) Top:.045)

(<LOD)
Kabul Findik (5)
(<LOD)
Red Findik
(7)
Elle Ayiklama (B1:3.02 -
Top:15.17)
SON URUN
Kabul Findik(8)
(<LOD)

SON URUN
Kabul Findik(8)
(<LOD)

Sekil 4.40 Orta diizeyde kavurma (150-155°C) akis semalar
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Sekil 4.41 Kavurma islemi (140-145°C), uygulama 1, baslangi¢ 6érnegine ait kromatogram
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Sekil 4.42 Kavurma islemi (140-145°C), uygulama 1, kavurma sonrasi drnege ait
kromatogram
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Sekil 4.43 Kavurma islemi (140-145°C), uygulama 1, zar atma sonras1 drnege ait

kromatogram
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Sekil 4.44 Kavurma islemi (140-145°C), uygulama 1, zar 6rnegine ait kromatogram
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Sekil 4.45 Kavurma islemi (140-145°C), uygulama 1, e-sorting red 6rnegine ait kromatogram

0,0015

0,0010

Volts

0,0005 -

0,0015

0,0010

- 0,0005

r0,0000

T T T T T
2 4 6 8 10
Minutes

Volts

Sekil 4.46 Kavurma islemi (140-145°C), uygulama 1, e-sorting kabul 6rnegine ait

kromatogram
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Sekil 4.47 Kavurma islemi (140-145°C), uygulama 1, elle ayiklama red 6rnegine ait

kromatogram
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Sekil 4.48 Kavurma islemi (140-145°C), uygulama 1, son 6rnege ait kromatogram
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4.4 HPLC MS/MS kullamlarak kavurma isleminin findiklardaki aflatoksine etkisinin

arastirilmasi calismasindan elde edilen bulgular

Kavurma isleminin aflatoksin iizerindeki etkisinin HPLC MS/MS ile belirlenmesi
calismasinda temel diizeyde de olsa oldukca ilging bulgular elde edilmistir. Oncelikle saf
aflatoksin B, standardi ile yapilan ¢alismanin spektrumunda (Sekil 4.49) m/z 313 iyonu net
olarak goriilmiistiir ki bu da bize aflatoksin B;’i tespit edebildigimizi gostermektedir. Nitekim
aflatoksin icermeyen kavrulmus ve kavrulmamis ornegin spektrumlarinda (Sekil 4.50, Sekil
4.51) m/z 313 iyonuna rastlanmamigstir. Ayn1 sekilde aflatoksin B; iceren findik 6rnegine ait
spektrumda (Sekil 4.52) m/z 313 iyonu net olarak goriilmektedir. Aflatoksin B; iceren

kavrulmus findik 6rnegine ait spektrumda (Sekil 4.53) diger spektrumlara gore degisik iyonlar

gozlemlenmistir.
120%
100% &
80%
313
60%
43%
20%
D% 1 .||I ..Ill '|I|I II M il y I I|| N — . .
50 145 237 / 331 423
m/z

Sekil 4.49 100ppb Aflatoksin B, standardi kiitle spektrumu (50-500 m/z)
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Sekil 4.50 Aflatoksin B, icermeyen findik 6rnegi kiitle spektrumu (50-500 m/z)
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Sekil 4.51 Aflatoksin B icermeyen kavrulmus findik 6rnegi kiitle spektrumu (50-500 m/z)
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Sekil 4.52 Aflatoksin B, iceren findik 6rnegi kiitle spektrumu (50-500 m/z)
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Sekil 4.53 Aflatoksin B, iceren kavrulmus findik 6rnegi kiitle spektrumu (50-500 m/z)
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S. SONUC VE TARTISMALAR

Findiklar sert kabugu tarafindan ¢evresel bulasmaya karsi korunmasi nedeni ile aflatoksin
acisindan fistik gibi diger sert kabuklu meyvelere kiyasla aflatoksin acisindan daha az risk
tasimaktadir. Ancak bazi yillarda findiklarda boceklerin actigi delikler, kabukta catlamalar
veya iklimsel degisikliklere bagh olarak olusan stres nedeni ile aflatoksin riski artig
gosterebilmektedir. Giines altinda kurutma sirasinda yine o donemdeki hava kosullarina bagl
olarak uzayan kurutma siiresi ile bu risk daha fazla artis gosterebilmektedir. Bu calisma ile bu
tiir yillarda dikkat edilmesi gereken ilave isleme asamalarinin aflatoksin riskini azaltict etkisi

bakimindan 6nemleri ortaya konmustur.

Ihra¢ edilen findiklarin %80’inden fazlas1 cikolata sanayinde kullamlmakta ve hammadde
olarak natiirel formda ihrag edilen findiklar daha sonra kullanilacag: iiriin grubuna gore ilave
islemlerden gecebilmektedir. Findiga zar atma ve kavurarak aroma, yap1 kazandirmak amaci
ile 1s1l islemler, elektronik ayirma/secme cihazlar veya el ile ayiklama ve boyut kiigiiltme
islemleri uygulanan ilave islemlerdir. Isil islemler amacina bagl olarak 120-170°C sicaklik
arasinda degisebilmekte, kullanilan findigin ¢esidine ve tazeligine bagli olarak istenen aroma
ve rengin olusumu i¢in farkli kavurma siireleri uygulanabilmektedir. Elektronik ayirma (e-
sorting) isleminin ise yiizeydeki renk farkina bagli olarak ayarlar1 degisebilmektedir. Ornegin
calismamizda 2-3 mm kabuklu findiklarin partinin %10’unu ge¢meyecek sekilde ayar
kullanilmis olmakla birlikte bu ayarlar miisteri isterlerine bagh olarak degisim gostermektedir.
Bu calismada en yaygin olarak kullanilan sicaklik, siire ve diger ayarlar dikkate alinmustir.
Elle ayiklama isleminde ise egitimli isciler tarafindan ciiriik, vurgun, ikiz, burusuk, kirik, vb.
findiklar yiiriiyen bant iizerinden ayr1 ayn secilmektedir. Calismamizda c¢iiriik findiklar

dikkate alinarak elle ayirma islemi gerceklestirilmistir.

Beyazlatma amaci ile 120-125°C’de TUBITAK MAM Gida Enstitiisii Pilot Tesislerinde 1s1l
isleme tabi tutulan aflatoksijenik kiif ile asilanmis ve dogal kontamine olmus findik
orneklerinde zar atma ve elle ayiklama sonrasi alinan Srneklerde aflatoksin diizeyi arttik¢a
findik zarina kiyasla ¢iiriikk findiklarda daha fazla aflatoksinin yogunlastigi Sekil 5.1b’de

acik¢a goriilmektedir.

Yapilan her iki asilama calismasi1 sonrasinda zar ve ciiriikk findiklardaki aflatoksin diizeyleri
kiyaslandiginda, diisiik aflatoksin igerigine (~10 ng/g) sahip 1. Asilama uygulamasinda
kiiflerin ve dolayisi ile toksinlerin yiizeyde yogunlastigi ve zar atma islemi ile aflatoksin

miktarinin 6nemli dl¢iide azaltilabilecegi, ancak yiiksek aflatoksin igerigine sahip (~25ng/g)
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2. uygulamada findiklarin ciirlimege basladigi ve sadece zar atma ile degil ayn1 zamanda
cliriik findiklarin da ayiklanmasi ile aflatoksin igeriginin Onemli Olciide azaltilabilecegi
sonucuna varilmistir. Dogal olarak aflatoksin iceren (~84ng/g) findik 6rneklerinde yapilan

calisma da bu sonucu desteklemistir. (Sekil 5.1a ve 5.1b).

Sonug olarak, ciiriimenin artmasi ile kiif gelisimine bagh olarak ciiriik findiklarda aflatoksin
miktarinin arttigi, bu nedenle yiiksek toksinli findiklarda yiizeysel temizlemenin aflatoksin
icerigini azaltmada yeterli olamayacag, ciiriikklerin ayiklanmasi agamasinin aflatoksini azaltici

yonde ¢cok dnemli etkisi oldugu ortaya ¢cikmustir.

Ayrica, kabuklu findiklar igerisinde kabugundan ayrilmis olarak bulunan tanelenmis i¢
findiklarin aflatoksin bulagmasi bakimindan saglam findiklar i¢in 6nemli risk teskil ettigi de

ortaya konulmustur (Cizelge 4.3).

Bu ¢alisma ile, diisiik veya yiiksek aflatoksin icerigine bagl olmadan, tiim findik partilerinde
1s1l iglem sonrasi ¢iiriik findiklarin ve zarlarin uzaklastirilmasi ile aflatoksin miktarinda en az
%98 azaltilabilecegi tespit edilmistir. Bu asamada yapilan calismalarla gerek 1sil islem,
gerekse zar atma ve ayiklama islemlerinin aflatoksin miktarim tutarh olarak azaltici etkisi

ortaya konmustur.
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Sekil 5.1a Findik 6rneklerinde 151l islem ve elle ayiklama sonrasi aflatoksin dagilimi
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Sekil 5.1b Findik 6rneklerinde 1s1l islem ve elle ayiklama sonrasi aflatoksin dagilimi
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Endiistriyel findik isleme tesislerinde yapilan uygulamalarda beyazlatma islemi sonrasinda
son iiriiniin aflatoksin miktarinin tespit edilebilir sinirlarin altinda oldugu belirlenmistir. Bu da
beyazlatma ve ayiklama islemlerinin daha saglikli findik iiretilmesine katkida bulundugunu
ortaya koymustur. Aym sekilde kavurma islemi sonrasinda da tiim uygulamalarda, son {iriiniin
aflatoksin miktarinin tespit edilebilir smnirlarin altinda oldugu belirlenmistir. Bu da
beyazlatma isleminde oldugu gibi kavurma ve ayiklama islemlerinin daha saglikli findik

tiretilmesine katkida bulundugunu ortaya koymustur.

Isil iglem sonrasinda alinan findik 6rneklerinde aflatoksin miktarindaki azalma Pilot Tesis
ortaminda %46-51, endiistriyel findik isleme tesislerinde ise %67-79 diizeyinde

gerceklesmistir.

HPLC MS/MS ile yapilan ¢alismada Aflatoksin B; i¢eren kavrulmus ornegin spektrumunda
(Sekil 4.53) aflatoksin B;’e ait m/z 313 iyonu tamamen yok olmus ve diger spektumlara gore
farkli iyonlar gdzlemlenmistir. Bu durum bize kavurma sonrasi kesin olarak aflatoksin B;’in
azaldigim gostermistir. Aflatoksin B; iceren findikta kavurma sonrasi olusan iyonlarin
aflatoksin B icermeyen kavrulmus findik 6rnegine ait spektrumda (Sekil 4.51) yer almamasi
kavurma sonrasi olusan bu iyonlarin aflatoksin B;’in degredasyonu sonucu olusabilecegi
ihtimalini giiclendirmektedir. Onceden farkli iirinlerde amonyak ve sitrik asit ile yapilan
degredasyon c¢alismalarinda Aflatoksin D1 (m/z 286) ve Aflatoksin D2 (m/z 206)
molekiillerinin olustugu yayinlanmistir (http://www.fao.org/docrep/X5036E/x5S036E2A htm,
(Mendez-Albores ve ark., 2008). Simdiye kadar yapilmis bu calismalar bizim ¢alismamizda
gordiigiimiiz m/z 286 ve m/z 206 iyonlarmin Aflatoksin B; molekiiliiniin degredasyonu
sonucu olusan Aflatoksin D; ve D, molekiillerine ait olabilecegini gostermektedir (Sekil 5.2).
Aflatoksin B;’in bozulma sicakligi 268-269°C iken kavurma sicaklifi olan yaklasik 155°C
gibi diisiik bir sicaklikta degredasyona ugramasi diistindiiriiciidiir. Bu durum aflatoksinlerin
bulundugu iiriiniin bilesiminin etkisi ile (matriks etkisi) diisiik sicakliklarda da degredasyona
ugrayabilecegini gostermektedir. Ancak bu calisma bir 6n bilgi diizeyindedir ve bu konuda

kapsaml1 bir arastirmanin yapilmasi gerekmektedir.
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Sekil 5.2 Aflatoksin B;’in kavurma islemi sonrasindaki muhtemel bozulma {iiriinleri

Aflatoksin elle veya mekanik ayiklama islemi sonrasi reddedilen findiklarda yogunlagmustir.

Caligmalar sirasinda uygulanan her bir ilave islem asamasi (1s1l islem: beyazlatma-kavurma,

zar atma, elle veya mekanik/e-sorting) aflatoksin miktarini tutarl olarak azaltmistir.

Tiirkiye’de findik isleme sektorii Avrupa’daki igleme sektoriiniin kullandigi ekipmanlar ve
teknolojileri kullanmaktadir. Dolayisi ile bu ¢alismalar ile tespit edilmis olan ilave islemlerin

aflatoksini azaltic1 etkisi Avrupa’daki ilave islemler i¢in de gecerli olacaktir.

Sonug olarak isletmelerde findiga uygulanan kirma, boylama, elle ayiklama, beyazlatma ve
kavurma islemleri gibi fiziksel ve 1s1l islemlerin mevcut aflatoksini azaltici etkileri tamamen

ortaya koyularak ¢alismanin amacina ulagilmistir.
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