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OZET

KUF DEKONTAMINASYONU iGiN AKISKAN YATAK ATMOSFERIK
BASING PLAZMA REAKTORU TASARIMI

Beyhan GUNAYDIN DASAN
Doktora, Gida Muhendisligi Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. ismail Hakki BOYACI
Aralik 2015, 144 sayfa

Bu tez calismasinda, atmosferik basing akigkan yatak plazma sistemi tasarlanmis
ve model gida oOrnekleri olarak segilen findik ve misir érneklerinin ytzeylerinde
aflatoksijenik kufler (Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus) Uzerindeki
dekontaminasyon etkisi incelenmistir. Model gida 6rnekleri kontrolli bir sekilde A.
flavus ve A. parasiticus ile kontamine edilerek, farkli ¢gaplara sahip akigkan yatak
reaktorlerde, degisen plazma parametrelerinde, proses gazlari olarak kuru hava ve
azot kullanilarak, 1-5 dk suresince plazma dekontaminasyon islemine tabi
tutulmustur. Fungal yUkteki azalma takip edilerek parametreler optimize edilmistir.

Atmosferik basing akigkan yatak plazma sisteminde, findik érneklerinde, optimum
plazma parametresinde [655 W (% 100 V- 25 kHz)] uygulanan “hava” plazmasi ile
5 dk sonunda A. flavus ve A. parasiticus sporlarinda D4: 49 mm reaktorde, 4.50 ve
4.19 log (kob/g); D,: 65 mm reaktorde ise 3.82 ve 3.75 log (kob/g) birimlik
indirgenme elde edilmigtir. Misir 6rneginde ayni parametrelerde “hava” plazmasi
uygulandiginda ise A. flavus ve A. parasiticus sporlarinda Dq: 49 mm reaktorde
5.48 ve 5.20 log (kob/g); D2: 65 mm reaktorde ise 5.08 ve 4.99 log (kob/g) birimlik

indirgenme elde edilmistir. Plazmanin Aspergillus turleri Gzerindeki inaktivasyon



etkisinin, ylzey topografyasindan dolayr misir érneklerinde findiga gore daha fazla
oldugu gozlenmistir. Plazma proses gazi olarak “azot” kullanildigi durumda, findik
orneklerine uygulanan optimum plazma parametresinde (655 W), 5 dk sonunda A.
flavus ve A. parasiticus sporlarinda D1: 49 mm reaktorde 4.17 ve 4.09 log (kob/g);
Do: 65 mm reaktorde ise 3.70 ve 3.57 log (kob/g) birimlik indirgenme elde
edilmistir. Misir érneginde ayni parametrelerde “azot” plazmasi uygulandiginda ise
A. flavus ve A. parasiticus sporlarinda Di: 49 mm reaktorde 4.62 ve 4.68 log
(kob/g) birimlik ; D2: 65 mm reaktorde ise 4.54 ve 4.63 log (kob/g) birimlik
indirgenme elde edilmigtir. Atmosferik basing akiskan yatak plazma sisteminin A.
flavus ve A. parasiticus sporlari Uzerindeki oldurtcu etkisi, uygulanan referans
voltaj ve frekans degerleri artirildiginda artarken, reaktor capi artirildiginda
azalmigtir. Bununla birlikte, plazma proses gazi olarak kullanilan kuru havanin
azota go6re daha etkili oldugu gozlenmistir. Ayrica, optimum plazma
parametresinde uygulanan dekontaminasyon islemiyle 2 dk sonunda findik
orneginin dogal florasinda bulunan kuf ve mayalarda 3.45 log (kob/g) ve
TAMB’lerde 3.27 log (kob/g) birimlik saglanmis ve ornek ylzeyinde canli hucre
saptanamamigtir. Misir 6rneginde ise dogal florasinda bulunan kuf ve mayalarda
3.84 log (kob/g) ve TAMB’lerde 3.07 log (kob/g) birimlik indirgenme ayni
parametrelerde 3 dk plazma dekontaminasyon iglemi sonunda elde edilmis ve
ornek yuzeyinde canli hicre saptanamamigtir.

En ¢ok indirgenmenin gozlendigi optimum parametrede (655 W), D4: 49 mm
reaktorde proses gazi olarak kuru hava kullanildigi durumda elde edilen D-
degerleri, findik orneklerinde A. flavus ve A. parasiticus igin 1.11 dk ve 1.19 dk
iken, misir orneklerinde A. flavus ve A. parasiticus i¢cin 0.91 dk ve 0.96 dk
olmustur.

Plazma islemi uygulanan model gida orneklerinin fungal yuklerinde, depolama
sonrasinda (25°C‘de 30 gun) herhangi bir artis gozlenmemis aksine findik
orneklerinde A. flavus ve A. parasiticus sayllarinda % 5 ve % 10 azalma
gOzlenirken, misir drneklerinde ise % 10 ve % 33 azalma gozlenmistir. Buna
karsin, kontrol ornek yuzeylerindeki kuf sporlari ayni depolama kosullarinda
gelismeye devam etmigtir. Depolama sonrasinda kontrol findik orneklerinde A.
flavus ve A. parasiticus sayilarinda % 115 ve % 76 artis gozlenirken, kontrol misir
orneklerinde ise sirasiyla % 193 ve % 116 artis gozlenmistir. Plazma islemi

sonrasinda orneklerin yuzeyinde kalan Aspergillus sporlarinin da hasarli oldugu ve



bu nedenle depolama suresince ornek yuzeyinde gelisemedigi, potasyum sorbat
ile modifiye edilen besiyerlerinde inhibitor etkisiyle Ureyememeleriyle ortaya
konmustur.

Plazma jetinin dnlinden gegigleri sirasinda findik érneklerinin ylzeyinde olusan
sicaklik, plazma dekontaminasyon prosesi suresince (300 s) uygulanan tim
plazma parametrelerinde bir termal kamera ile goérintilenmis ve proses boyunca
ortalama 35-90°C araliginda degistigi gozlenmistir. Ancak, dekontaminasyon
prosesinin gergeklestigi akiskan yatak plazma reaktorinde, plazma islemi
suresince sicaklik 45°C’nin altinda kalmistir. Bununla birlikte, plazma uygulamasi
sirasinda olusan sicaklk artigsinin A. flavus ve A. parasiticus sporlari Uzerinde
oldurucu etkisi olmadigi ortaya konmustur.

Atmosferik basing akigkan yatak plazma sisteminde uygulanan dekontaminasyon
islemi sonrasinda, A. flavus ve A. parasiticus kuflerinin morfolojik yapilarinda
meydana gelen degisiklikler Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile ortaya

konmustur.

Anahtar Kelimeler: atmosferik basin¢ plazma, akigkan yatak reaktor, Aspergillus

flavus, Aspergillus parasiticus, dekontaminasyon, findik, misir.



ABSTRACT

THE DESIGN OF A FLUIDIZED BED ATMOSPHERIC PRESSURE
PLASMA REACTOR FOR MOLD DECONTAMINATION

Beyhan GUNAYDIN DASAN
Doctor of Philosophy, Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. ismail Hakki BOYACI

December 2015, 144 pages

In this thesis study, an atmospheric pressure fluidized bed plasma system was
designed and its decontamination effect on aflatoxigenic fungi (Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus) on the surfaces of hazelnut and maize samples, which
were selected as model food samples, was investigated. Samples were artificially
contaminated with A. flavus and A. parasiticus in a controlled manner and
subjected to plasma decontamination process within 1-5 min in two fluidized bed
reactors with different diameters, at varying plasma parameters, with using dry air
and nitrogen as plasma forming gases. Parameters were optimized by tracking the
decrease in fungal load.

Significant reductions of 4.50 log (cfu/g) and 4.19 log (cfu/g) at D1: 49 mm reactor,
3.82 log (cfu/g) and 3.75 log (cfu/g) at D,: 65 mm reactor in A. flavus and A.
parasiticus spores on hazelnut samples were achieved after 5 min treatment of
“air” plasma applied at optimum plasma parameter [655 W (100 % V -25 kHz)]. In
the case of maize samples, 5.48 log (cfu/g) and 5.20 log (cfu/g) reductions at D:
49 mm reactor; 5.08 log (cfu/g) and 4.99 log (cfu/g) reductions at Dy: 65 mm

reactor were achieved in A. flavus and A. parasiticus spores by “air” plasma



applied at the same parameters. It was observed that plasma inactivation
efiiciency on Aspergillus spp. was higher on maize samples than hazelnuts due to
their surface topography. When “nitrogen” was used as the plasma forming gas,
reductions of 4.17 log (cfu/g) and 4.09 log (cfu/g) at D1: 49 mm reactor; 3.70 log
(cfu/g) and 3.57 log (cfu/g) at D2: 65 mm reactor were achieved in A. flavus and A.
parasiticus spores on hazelnut samples after 5 min treatment of plasma process
applied at optimum plasma parameter (655 W). In the case of maize samples
treated with “nitrogen” plasma at the same parameters, 4.62 log (cfu/g) and 4.68
log (cfu/g) reductions at D4: 49 mm reactor, 4.54 log (cfu/g) and 4.63 log (cfu/g)
reductions at D,: 65 mm reactor were achieved in A. flavus and A. parasiticus
spores. The killing effect of atmospheric pressure fluidized bed plasma system on
A. flavus and A. parasiticus spores were increased with the applied reference
voltage and the frequency while decreased with the reactor diameter. In addition to
this, it was observed that dry air used as plasma forming gas was more effective
than nitrogen. Also, a 3.45 log (cfu/g) reduction in natural mold-yeast flora and a
3.27 log (cfu/g) reduction in natural TAMB flora of hazelnut samples were
achieved after 2 min of decontamination treatment applied at optimum plasma
parameter. Reductions of 3.84 log (cfu/g) and 3.07 log (cfu/g) were achieved in
natural mold-yeast flora and TAMB flora of maize samples after 3 min of plasma
decontamination treatment applied at the same parameters. No viable cells were
determined on both sample surfaces.

D-values obtained at the optimum parameter at which the maximum reduction was
obtained (655 W) were 1.11 min and 1.19 min for A. flavus and A. parasiticus on
hazelnut samples; 0.91 min and 0.96 min for A. flavus and A. parasiticus on maize
samples when dry air was used as process gas at D1: 49 mm reactor.

The viable spore load of plasma treated model food samples did not increase after
storage (30 days at 25 °C), contrarily 5% and 10% decreases were observed in A.
flavus and A. parasiticus counts on hazelnut samples, while 10% and 33%
decreases were observed in A. flavus and A. parasiticus counts on maize
samples. Nonetheless, fungal spores on control sample surfaces continued to
grow at the same storage conditions. While increases of 115% and 76% were
observed in A. flavus and A. parasiticus counts on control hazelnut samples, 193%
and 116% increases were observed on control maize samples after storage. The

Aspergillus spp. spores that remained on the food samples surfaces after plasma
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process were proved to be also damaged cells that they could not continue
growing on sample surfaces during storage by following their growing ability on
media modified with potassium sorbate used as an inhibitor agent.

The temperature change on the surface of hazelnuts while passing too close to the
plasma jet in the course of the plasma decontamination process (300 s) was
monitored with a thermal camera at all plasma parameters for the same conditions
and it was observed that the temperature varied between 35 and 90 °C on
average during the whole plasma process. However, the temperature inside the
fluidized bed reactor in which the decontamination process took place during the
atmospheric plasma process stayed below 45 °C. In addition to this, it was
demonstrated that the temperature increase taking place during plasma treatment
did not have a lethal effect on A. flavus and A. parasiticus spores. The alterations
on morphological structures of A. flavus and A. parasiticus spores taken place
after the decontamination process applied in atmospheric pressure fluidized bed

plasma system was observed by Scanning Electron Microscopy (SEM).

Keywords: atmospheric pressure plasma, fluidized bed reactor, decontamination,

Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, hazelnut, maize.

vi



TESEKKUR

Oncelikle, bu galismanin baslangicindan itibaren ilgi, destek, yardim ve bilgisini
esirgemeyen ve s6z konusu galismanin gergeklestiriimesini mumkun kilan, beni
her zaman cesaretlendirerek engin tecrubesi, akil hocaligi ve tesvigiyle iyi bir
arastirmaci olmaktan once insan olmay! ogreten degerli hocam sayin Prof. Dr.

Mehmet Mutlu’ya,

Tez ¢alismasi boyunca gostermis oldugu hosgoru ile bilgi ve destegini
esirgemeyen, degerli dnerileri, yol gostericiligi, bana kattig1 arastirma ve galisma
deneyimi igin tez danismanim ve degerli hocam sayin Prof. Dr. ismail Hakki

Boyacr'ya,

Tez galigmasi suresince engin bilgi ve tecrubesi ile degerli katkilarindan dolayi tez

izleme komitesi Uyesi degerli hocam sayin Prof. Dr. Faruk Bozoglu'na,

Hem bilimsel hem de manevi agidan her zaman sabirla yanimda olan, en umutsuz
zamanlarimda bile benimle birlikte c¢ikis yolu arayan, sevgi ve desteklerini
esirgemeyen sevgili arkadaslarim Tugba Bulat ve Nazife Nur Karagaglara ve

canim hocam Yelda Zencir'e,

Bu tez calismasini Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini Destekleme
Programi, Tarim ve Ormancilik ve Veterinerlik Arastirma (TOVAG) destek grubu
1130779 nolu proje ile destekleyen TUBITAK'a,

Tez calismasi suresince desteklerini esirgemeyen Plazma Destekli Biyoteknoloji

ve Biyomuhendislik (PABB) Arastirma Grubu’ndaki degerli arkadaslarima,

Sagladiklari maddi ve manevi destekten otirli Hacettepe Universitesi Gida

Muhendisligi BOlumunun tum ogretim Gyeleri ve aragtirma gorevlilerine,

Her animda yanimda olan, sonsuz destegi, sabri, kosulsuz sevgisi ve anlayisiyla
beni ayakta tutan ve onunla gegirdigim her dakikay! anlamli kilan sevgili esim ilhan

Emre Dasan’a,

Hayatim boyunca attigim her adimda destekleriyle sorgusuzca yanimda olan,
sefkat ve anlayislarini hig eksik etmeyen, en zor sartlarda bile her turlt fedakarhgi
gOstererek buyluk emeklerle beni buglnlere getiren, onlarin sabir ve sevgisi

olmadan asla bagsaramayacagim sevgili aileme tesekkur ederim.

vii



iCINDEKILER

Sayfa
(074 = I [
AB S T R A C T e iv
TESEKKUR. .. .ot vii
ICINDEKILER..... ...t viii
CIZELGELER. ... ..ot Xi
SEKILLER. .. .o e, Xiii
SIMGELER VE KISALTMALAR. ..ottt XVi
1 GIRIS et 1
2 GENEL BILGILER.......oiieeeeeeeeee et 4
2.1 Aspergillus Cinsi KUIEr ... 4
211 ASPErGilluS TIAVUS .......ccoeeeeeeeeeeeeeee et a e 5
2.1.2  ASPergillus parasitiCUS ..............ooueuuuuuuuaaaaeaae et e e e e e e e e 7
2.2 MIKOIOKSINIE ...ttt 9
2.3 Gidalardan Kuf Dekontaminasyonu ve Mikotoksin Detoksifikasyonu........... 14
2.3.1  Mikotoksin Kontaminasyonunun Engellenmesi..........cccccccciiiiiiiiiiiiiiinnns 16
2.3.1.1 Hasat Oncesi Kontrol Stratejileri..............ccovoveeecereeeeeeeceeeeeeee e, 16
2.3.1.2 Hasat YONETMi...eeeeiiiiiiiiiieiiii e 19
2.3.1.3 Hasat Sonrasi Kontrol Stratejileri............ccccuueeiiis 19
2.3.2 Gida ve Yemlerdeki Mikotoksinlerin Detoksifikasyonu .................ccccceeeeee 24
2.3.2.1 Mikotoksinlerin Kontamine Urlinlerden Ayriimasi .............cccccceveveuennn.... 25
2.3.2.2 Mikotoksinlerin Kontamine Urlinlerde inaktivasyonu..............c..c............ 27
2.3.3 Gastrointestinal Kanalda Mikotoksin Absorpsiyonunun Engellenmesi ...... 32
2.4 PlAZIMA ... a e 33
241 Plazmanin TaniMi. ...t 33
2.4.2 Plazmanin Uygulama Alanlari...........cccooiiiiiiiiiiieeeeeeeee s 35
2.4.3 Plazma ile Dekontaminasyon / Sterilizasyon ..........ccccccccciiiiiiiiiiiiiiiinns 37
2.5 Akigkan Yatak ReaktOrler ... 41
3 MATERYAL VE YONTEM ...oooiiiiiiiicecee e 44
3.1 Model GIda OMMEKIE........c..cueeueeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 44
3.2 Saf Kuf Kiltarlerinin Temini ve Geligtirilmesi ... 44

viii



3.3 Gida Orneklerininin Kuf Sporlari ile Kontaminasyon Yontemleri .................. 44

3.3.1  Spor SolUSYONU EIdESi.......ccooiiiiiiiiiiie e 45
3.3.2 Dogrudan KontaminasyOn ............ooooiiiiiiiiiiiiiiieiieeeee e 46
3.3.3 Gida Orneklerinin KUif KUltiri lle Kontaminasyonu ..............ccccceveeeueenea.... 47
3.4 Akigkan Yatak ReaktOr Tasarimi ............uuiiiiiiiiiieieieeeeeee e 48
3.5 Atmosferik Basing Akiskan Yatak Plazma Sisteminde Dekontaminasyon

(6 Y7 1 =1 g 1= DU PPPEPRPPP 50
3.6 Gida Orneklerinin Dogal Florasi Uzerinde Plazma Dekontaminasyon
EtKisinin BelienmesSi... ... 51
3.7 Mikroorganizmalara Ait D-degerlerinin Belirlenmesi...........ccccccooiiiiiiinnnns 52
3.8 Depolama Etkisinin Belirlenmesi..............uiiiiiiiiiiiiiiie e 52
3.9 Termal GOrUNtUIEME .....coooviiiiiiee e 53
3.10 Findik Orneklerine Termal Proses Uygulamasi ............ccccccveeeveeveeenrennnnee. 54
3.11 Plazma Dekontaminasyon Isleminin Kuf Sporlarinin Morfolojik Yapisi
Uzerine Etkisi- Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) .........c.cccoovevieeeceeeeeeeeene 54
4 SONUCLAR VE TARTISMA ...t 55
4.1 Kuf Sporlarinin Gida Orneklerine Kontaminasyonunun Gergeklestirilmesi .. 55
4.1.1  Spor Solusyonu Haziranmas! ..........ooooiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee e 55
4.1.2 Dogrudan KontaminasyOn ...........cooouiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 55
4.1.3 Gida Orneklerinin Kif Kiiltiirl ile Kontaminasyonu................ccccceveuveuene.... 56

4.2 Atmosferik Basing Akiskan Yatak Plazma Sisteminin Model Gida Ornekleri

Uzerindeki Dekontaminasyon EtKiSi.............ccoeeueeveeeueeeeeeeieeee e 57
4.2.1 Findik Orneklerinde Atmosferik Basing Akiskan Yatak Plazma

Reaktorlerinin Dekontaminasyon Etkisi- Kuru Hava..............cccccviiiii, 58
4.2.1.1 1. Akiskan Yatak Reaktor- D1: 49 mm L4: 165 mm ..o, 58
4.2.1.2 2. Akiskan Yatak Reaktor- Do: 65 mm L2 195 mm....ccoooiieiiiiiiii, 65
4.2.2 Misir Orneklerinde Atmosferik Basing Akigkan Yatak Plazma Reaktdrlerinin
Dekontaminasyon EtKisi- KUuru hava............ccccocoiiiiiiieeeeeeeee e 69
4.2.3 Findik Orneklerinde Atmosferik Basing Akiskan Yatak Plazma

Reaktorlerinin Dekontaminasyon EtKisi- AZOt..............ooooiiiiiiiiiiien 74

4.2.4 Misir Orneklerinde Atmosferik Basing Akigkan Yatak Plazma Reaktdrlerinin
Dekontaminasyon EtKiSi- AZOt............uueeiiiiiiiiiiii e 77
4.3 Gida Orneklerinin Dogal Florasi Uzerinde Plazma Dekontaminasyon

BtKiSiNin BelITENMESi. ... oo e 80



4.4 Mikroorganizmalara Ait D-degerlerinin Belirlenmesi............ccccccceeiiiiinnnnnn. 82

4.5 Depolama Isleminin A. flavus ve A. parasiticus Sporlari Uzerine EtKkisi........ 83
4.6 Termal GOrUntUlemMEe ........cooiiiie e e e e e e e e eeeeees 91
4.7 Termal Prosesin Aspergillus Sporlari Uzering EtKiSi.........c.cooovvevveeeeeeeeennne. 92

4.8 Plazma Dekontaminasyon Isleminin Kif Sporlarinin Morfolojik Yapisi Uzerine

Etkisi- Taramal Elekron Mikroskobu Goruntuleri (SEM) ..., 94
5 YORUM ...ttt e e e e e e e e e e 97
KAYNAKLAR ..ttt e e e e e e e e e e e e as 104
EK 1. GIDALARDAKI () BULASANLARIN MAKSIMUM LIMITLERI .................. 125
EK 2. FOTOGRAFLAR ..ottt en e anans 131
(@Y€ ] =101 1Y |1 T 143



CiZELGELER

Sayfa
Cizelge 2.1. Avrupa Birligi tarafindan izin verilen bazi gidalardaki aflatoksin limitleri

Cizelge 4.1. Spor solusyonu hazirlanmasi ile elde edilen A. flavus ve A. parasiticus
baslangig KonsantrasyonIar............oooo oo 55
Cizelge 4.2. Dogrudan kontaminasyon ile elde edilen A. flavus ve A. parasiticus
baslangig KonsantrasyonIar............oooo oo 56
Cizelge 4.3. Gida orneklerinin yuzeyindeki baslangic A. flavus ve A. parasiticus
7= 1Y =1 o PP PPUPPPU PP PR 57
Cizelge 4.4. Atmosferik basing plazma parametrelerinde plazma olugsumu.......... 57
Cizelge 4.5. D1: 49 mm akiskan yatak reaktdorde hava plazmasi (25 kHz) sonrasi
findik yuzeyindeki A. flavus SPOFIArT ........coooi i 61
Cizelge 4.6. D1: 49 mm akiskan yatak reaktdorde hava plazmasi (20 kHz) sonrasi
findik yuzeyindeki A. flavus SPOFIArT .........oooi i 62
Cizelge 4.7. D1: 49 mm akiskan yatak reaktdorde hava plazmasi (25 kHz) sonrasi
findik yuzeyindeki A. parasiticis SPOrlart ...........cccccuuuiiiiiiiiieiiiieeeeeee s 63
Cizelge 4.8. D1: 49 mm akiskan yatak reaktdorde hava plazmasi (20 kHz) sonrasi
findik yuzeyindeki A. parasiticis SPOrlart ...........cccccuuuuiiiiiiiiieeeiieeeeee e 64
Cizelge 4.9. D,: 65 mm akiskan yatak reaktdorde hava plazmasi (25 kHz) sonrasi
findik yuzeyindeki A. flavus SPOFIArT ........coooi i 66
Cizelge 4.10. D,: 65 mm akigkan yatak reaktorde hava plazmasi (20 kHz) sonrasi
findik yuzeyindeki A. flavus SPOFIArT .........oooi i 67
Cizelge 4.11. D,: 65 mm akigkan yatak reaktorde hava plazmasi (25 kHz) sonrasi
findik yuzeyindeki A. parasiticis SPOrlart ...........ccccuuuuiiiiiiiiieeeiiieeee e 68

Cizelge 4.12. D,: 65 mm akigkan yatak reaktorde hava plazmasi (20 kHz) sonrasi

findik yuzeyindeki A. parasiticis SPOrlart ...........cccccuuuiiiiiiiiiieiiieeeeeee e 69
Cizelge 4.13. D1: 49 mm akigkan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W)
hava plazmasi sonrasi misir 6rneginde canl kalan kuf sporlari..............ccceeeeeeeee. 70
Cizelge 4.14. D,: 65 mm akigkan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W)
hava plazmasi sonrasi misir 6rneginde canh kalan kuf sporlari.............cccceeeeeeeee. 72
Cizelge 4.15. D1: 49 mm akigkan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) azot
plazmasi sonrasi findik 6rneginde canli kalan kif sporlari...............ccccviiiiiiieeeen. 75

Xi



Cizelge 4.16. D,: 65 mm akiskan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) azot
plazmasi sonrasi findik 6rneginde canli kalan kif sporlari...............ccccvvviiiiiieeenn. 76
Cizelge 4.17. D1: 49 mm akigkan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) azot
plazmasi sonrasi misir érneginde canli kalan kif sporlart ............cccccceeeiiiieennnnnen. 78
Cizelge 4.18. D,: 65 mm akiskan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz’de (655 W) azot
plazmasi sonrasi misir érneginde canli kalan kif sporlart ............cccccceeeeiiieennnneenn. 79
Cizelge 4.19. Gida orneklerinin dogal florasinda bulunan mikroorganizma
KONSANTFASYONIAIT ...t 80
Cizelge 4.20. Findik 6rnegine uygulanan farkli proses parametrelerinde A.flavus
ve A. parasiticus turlerine ait D-degerleri.............ccccuiiiiiiiiiii s 82
Cizelge 4.21. Misir Orneklerine uygulanan optimum plazma parametresinde
A.flavus ve A. parasiticus turlerine ait D-degerleri............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 83
Cizelge 4.22. Kontrol ve plazma iglemi uygulanmig gida orneklerinde 25°C-30 gun
depolama 6ncesi ve sonrasi Aspergillus sporlarinin konsantrasyonlari................ 85
Cizelge 4.23. Modifiye YGC agar besiyerlerinde gelisen kolonilerin kontrol YGC
agar besiyerine gore 25-28°C 7 gun inkubasyon sonunda koloni gaplarindaki
=V || 0T TP PPPPPPUPP PR 87

Cizelge 4.24. Besiyerlerinin pH OIGUMIEN ........uuveiiiiiiiiiee e 89

Xii



SEKILLER

Sayfa
Sekil 2.1. Aspergillus cinsi kiflerin morfolojik yapist ... 4
Sekil 2.2. Aspergillus flavus (a) YGC agarda kolonileri, 7 gun, 25-28°C; (b, c) kafa
yaplilari, bar=20 um; (d) konidiyumlar, bar=5 um (b,c,d [7]) cccceeeeeeiieeeeeii 6
Sekil 2.3. Aspergillus parasiticus (a) YGC agarda kolonileri, 7 gin, 25-28°C; (b,c)
kafa yapilari, bar=10 um; (d) konidiyumlar, bar=5 um (b,c,d [7]) ..cevvvvrrrrrriiaiannnn. 8
Sekil 2.4. Plazma teknolojisi- endustriyel uygulama alanlari.....................ccceee 35

Sekil 2.5. Materyal yuzeyi ile plazma-kimyasal interaksiyonlarinin temel turleri ... 36
Sekil 2.6. Akiskan yatak tUrleri .........ooooeeeeieie e 42
Sekil 3.1. Spor solusyonu eldesinde mikrobiyolojik sayim yontemi sematik
(00 E] (=141 T PP PPUPPPP PP PR 46

Sekil 3.2. Dogrudan kontaminasyonda mikrobiyolojik sayim yontemi sematik

[0 0] (T 1 o 47
Sekil 3.3. Akiskan yatak reaktor tasarimi ..........cccceeeeiiieieieiiiieee e 48
Sekil 3.4. Atmosferik basing akigkan yatak plazma sistemi (A) ve atmosferik
PlAaZMa ProbuU (B) ....eeeeeiiiiiiieeiee e 49
Sekil 3.5. Deney proseduru sematik gosterimi ..., 51

Sekil 4.1. Findik yuzeyinde A. flavus'un D1: 49 mm akigkan yatak reaktorde hava
plazmasi (25 kHz) sonrasi logaritmik canli kalma egrisi..............cccccciiiiiiiiiieeenn. 59
Sekil 4.2. Findik yuzeyinde A. flavus'un D1: 49 mm akigkan yatak reaktorde hava
plazmasi (20 kHz) sonrasi logaritmik canli kalma egrisi..............ccccciiiiiiiiiieeeeee. 61
Sekil 4.3. Findik yuzeyinde A. parasiticus'un D1: 49 mm akiskan yatak reaktorde
hava plazmasi (25 kHz) sonrasi logaritmik canli kalma egrisi.............ccccvviveeeeeeen. 62
Sekil 4.4. Findik yuzeyinde A. parasiticus'un D1: 49 mm akiskan yatak reaktorde
hava plazmasi (20 kHz) sonrasi logaritmik canli kalma egrisi.............ccccvvvveeeeeeee. 64
Sekil 4.5. Findik yuzeyinde A. flavus'un D,: 65 mm akigkan yatak reaktorde hava
plazmasi (25 kHz) sonrasi logaritmik canli kalma egrisi..............ccccciiiiiiiiiinieeen. 65
Sekil 4.6. Findik yuzeyinde A. flavus'un D,: 65 mm akigkan yatak reaktorde hava
plazmasi (20 kHz) sonrasi logaritmik canli kalma egrisi..............ccccciiiiiiiiiieeeeee. 66
Sekil 4.7. Findik yuzeyinde A. parasiticus'un Dy: 65 mm akiskan yatak reaktorde

hava plazmasi (25 kHz) sonrasi logaritmik canli kalma egrisi.............ccccvviveeeeeeen. 67

Xiii



Sekil 4.8. Findik yuzeyinde A. parasiticus'un Dy: 65 mm akiskan yatak reaktorde
hava plazmasi (20 kHz) sonrasi logaritmik canli kalma egrisi.............ccccvvvveeeeeeen. 68
Sekil 4.9. Misir 6rneginde A. flavus ve A. parasiticus sporlarinin Dqy: 49 mm
akiskan yatak reaktorde % 100 V- 25 kHz'de (655 W) hava plazmasi sonrasi
logaritmik canli Kalma €QriSi .........oooiiiiiii e 70
Sekil 4.10. Model gida drnekleri (a) findik (D) MISIF. ..o 71
Sekil 4.11. Misir 6rneginde A. flavus ve A. parasiticus sporlarinin Dy: 65 mm
akiskan yatak reaktorde % 100 V- 25 kHz'de (655 W) hava plazmasi sonrasi
logaritmik canli Kalma €riSi .........cooiiiiiiie e 72
Sekil 4.12. Findik 6rneginde A. flavus ve A. parasiticus sporlarinin Dq: 49 mm
akiskan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) azot plazmasi sonrasi
logaritmik canli Kalma €QriSi .........oooiiiii e 75
Sekil 4.13. Findik 6rneginde A. flavus ve A. parasiticus sporlarinin Dy: 65 mm
akiskan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) azot plazmasi sonrasi
logaritmik canli Kalma €QriSi ........cooiiiiiie e 76
Sekil 4.14. Misir 6rneginde A. flavus ve A. parasiticus sporlarinin Dy: 49 mm
akiskan yatak reaktorde % 100 V- 25k Hz'de (655 W) azot plazmasi sonrasi
logaritmik canli Kalma €QriSi ........cooiiiiiie e 78
Sekil 4.15. Misir 6rneginde A. flavus ve A. parasiticus sporlarinin Dy: 65 mm
akiskan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) azot plazmasi sonrasi
logaritmik canli Kalma €QriSi .........oooiiiiii e 79
Sekil 4.16. Findik 6rneginin dogal florasindaki mikroorganizmalarin D1: 49 mm
akiskan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) hava plazmasi sonrasi
logaritmik canli Kalma €riSi .........oooiiiiiii e 81
Sekil 4.17. Misir orneginin dogal florasindaki mikroorganizmalarin D: 49 mm
akiskan yatak reaktorde % 100 V- 25 kHz'de (655 W) hava plazmasi sonrasi
logaritmik canli Kalma €riSi .........oooiiiii e 81
Sekil 4.18. Kontrol ve plazma islemi uygulanmis findik érneklerinde Aspergillus
sporlarinin 25°C-30 gun depolama sonrasi canliliklar:...............cccooveeieiiiiinennennenn. 84

Sekil 4.19. Kontrol ve plazma islemi uygulanmis misir érneklerinde Aspergillus

spp. sporlarinin 25°C-30 gun depolama sonrasi canliliklari.............ccccccoeeeeeeennn. 84
Sekil 4.20. Kontrol ve modifiye YGC agar besiyerlerinde 25-28°C 7 gln
inkibasyon sonunda koloni gelisimleri (a) A. flavus (b) A. parasiticus.................. 87

Xiv



Sekil 4.21. Plazma iglemi uygulanmamig A. flavus ve A. parasiticus’un kontrol ve
PS ile modifiye edilmis YGC agar besiyerlerindeki geligsimleri...............ccccevvnennnn. 88
Sekil 4.22. Kontrol ve PS ile modifiye edilmis YGC agar besiyerlerinde 25-28°C 7

gun inkubasyon sonunda islem gérmemisg (a) A. flavus (b) A. parasiticus geligimleri

Sekil 4.23. Plazma islemi sonrasi findik ve misir 6rnekleri yuzeyinde kalan A.
flavus ve A. parasiticus’'un kontrol ve PS ile modifiye edilmis YGC agar
besiyerlerinde geliSimi ........... i 90
Sekil 4.24. Farkli plazma parametrelerinde elde edilen sicaklik profilleri.............. 92
Sekil 4.25. 100°C (kuru sicak hava) -5 dk uygulanan termal proses oncesi ve
sonrasi canli Aspergillus turlerinin canli Spor sayilari..............ooeeviiiiciiiieeeeeeeen. 93
Sekil 4.26. Taramali elektron mikrografileri (a) kontrol A. flavus (plazma iglemi
uygulanmamis), (b)(c)(d) Plazma uygulamasi sonrasi A. flavus ve sporlari ......... 95
Sekil 4.27. Taramali elektron mikrografileri (a) kontrol A. parasiticus (plazma iglemi

uygulanmamis), (b)(c)(d) Plazma uygulamasi sonrasi A. parasiticus sporlari ...... 96

XV



SIMGELER VE KISALTMALAR

AC Aktif Karbon
ABPJ Atmosferik Basing Plazma Jetleri
AFB; Aflatoksin B4
AFB; Aflatoksin By
AFG; Aflatoksin G+
AFG; Aflatoksin Gz
aw Su Aktivitesi
DBD Dielektrik Bariyer Bosalim
(Dielectric Barrier Discharge)
DON Deoksinivalenol
GRAS Genellikle Guvenli Kabul Edilen
(Generally Recognized As Safe)
FAO Diinya Saglik Orguiti
(Food and Agriculture Organisation)
FPA Odak Duzlemi Diziligi
(Focal Plane Arrays)
HBV Hepatit B VirUsu
HSCAS Hidrate sodyum kalsiyum aluminosilikat
IAEA Uluslararasi Atom Enerjisi Ajansi

(International Atomic Energy Agency)
IARC Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi

(International Agency for Research on Cancer)

IR lyonize Isin
JECFI Gida Isinlama Uzman Komitesi
(Joint Expert Committee on the Wholesomeness of Irradiated Food)
N2 Nitrojen
NIR lyonize olmayan isin
NO Nitrik oksit
NOQOe Nitrik oksit radikali
NO- Nitrojen dioksit

@) Atomik oksijen

XVi



Oz
O3
OHe
OTA
PS
ROS
RNS
RONS
SEM

SFs

SB

TAMB

TSA

TAEK
TUBITAK MAM

YGC
WHO

ZEN

Oksijen

Ozon

Hidroksil radikali

Okratoksin A

Potasyum sorbat

Reaktif Oksijen Turleri

Reaktif Nitrojen Turleri

Reaktif Oksijen Nitrojen Turleri
Taramali Elektron Mikroskobu
(Scanning Electron Microscope)

Sulfur hekzaflorid

Sodyum benzoat

Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri
Tryptic Soy Agar

Tarkiye Atom Enerjisi Kurumu

Tarkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu
Marmara Arastirma Merkezi

Yeast Extract Glucose Chloramphenicol
Diinya Saglik Orguiti

(World Health Organisation)

Zearalenon

XVii



1  GiRIS
Gunumuzde gida tedarik zincirinin etkinligi ve surdurualebilirliginin gelistiriimesi icin
daha fazla caba sarfedilmektedir. Gida atigi ve enerji tiketiminin azaltiimasi igin
gelisen yaklasimlarin yaninda, tuketiciler yuksek kalitede ve ucuz urun talep
etmektedir. Bu sorunlar, gida bilimi ve teknolojisi i¢cin geleneksel gida proseslerine
alternatiflerin gelistirmesini tesvik etmektedir. Bu kapsamda, isil olmayan gida
muhafaza yéntemlerinin gelistirilmesi ilgi gekmektedir. Uretimde gidanin givenligi
saglanirken ve raf Oomru uzatiirken onemli gida kalite Ozelliklerinin korumak
amaglanmaktadir. En yeni teknolojilerden biri i1sil olmayan atmosferik basing plazma
teknolojisidir. Genellikle “soguk” plazma olarak tanimlanmakta ve yuksek
antimikrobiyel etkisi ile sicakliga duyarli gida uygulamalarinda oldukga ilgi

cekmektedir.

Dusuk basing plazma teknolojisinin sterilizasyon ve dekontaminasyon ¢alismalarina
uygunlugu hem literatlrde tip ve biyomedikal alanlarda gergeklestirilen ¢alismalarla
ortaya konmustur. Ancak plazma teknolojisinin gida alaninda kullanimi yeni bir
uygulamadir ve yapilan c¢alismalar olduk¢a kisithidir. Dusuk basing plazma
teknolojisinin gida alaninda kullanildigi yontemlerin buyuk olgekteki uygulamalarda
ekonomik agidan uygun olmamasi nedeni ile, bu tez kapsaminda “akigkan yatak
atmosferik plazma reaktor” sisteminin dekontaminasyon Uzerine etkileri

incelenmigtir.

Dengede olmayan (nonequilibrium) atmosferik basing plazma prosesleri dusuk
islem sicakligi ve yuksek antimikrobiyel aktivite gibi avantajlariyla gida kalitesinde
istenmeyen degisikliklere sebep olan geleneksel gida muhafaza yodntemlerine

muhtemel bir alternatif olarak gosteriimektedir.

Tarkiye toplam duanya findik Uretiminin % 75’ini, ihracatinin ise % 70-75ini
gerceklestirmektedir. Dunya’nin findik dretimi igin gerekli uygun hava kosullarina
sahip bir kag ulkesinden biri olan Turkiye lider Uretici ve ihracatci konumundadir.
1970'li yillarda findik ihracatinin % 90" kabuklu ve natdrel i¢ findik olarak
gerceklestirilirken, findik isleme sanayisindeki olumlu ve hizli gelismeler sonucunda
islenmis findik ihracatinin toplam Turkiye ihracatindaki payr 2000 yilinda % 30'un
zerine gikmigtir. Karadeniz Findik ve Mamidilleri ihracatgilari Birligi verilerine gére

2014 yihinda % 85'’i Avrupa olmak Uzere ekonomik degeri yaklasik 2.5 milyar dolari



bulan toplamda 252.000 ton findik ihrag edilmigtir.

Findiklar gelisimleri sirasinda tarlada, transfer veya depolama suresince toksijenik
kuflerle kontamine olabilirler ve bu mikotoksin olusumuna sebep olabilir. En énemli
dort aflatoksin turd (AFB4, AFB,, AFG; ve AFG;) difuranokumarin bilesiklerinden
olusmakta, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus basta olmak Uzere bir kag
toksijenik kuf turu tarafindan Uretiimektedir. Gida ve yemlerin aflatoksinlerle
kontaminasyonu, farkli gesitte akut ve kronik toksisiteler olusturabildiginden insan

ve hayvan saghgi agisindan énemli sorunlar olusturmaktadir.

Findiklarin yani sira bir ¢ok tarim Urunu tarladan tuketime kadar ki asamalarda
toksijenik kuf turleriyle kontamine olabilmekte ve Urunlerde mikotoksin sorunu
olusturabilmektedirler. Hem insani tiketimde hem de yemlerde siklikla kullanilan

misirda da mikotoksin kontaminasyonu sorunuyla siklikla kargilasiimaktadir.

Tarkiye'de aflatoksin sorunu ilk defa 1967 yilinda gindeme gelmis, Kanada'ya ihrag
edilen 10 ton i¢ findik aflatoksin igerdigi gerekgesi ile geri ¢evrilmigtir. 1971 yilinda
Amerika’ya ihra¢ edilen Antep fistiklarinda, 1972 yilinda da Danimarka’ya ihrag
edilen kuru incirlerde aflatoksin bulunmustur. 1987°de kuru incir ve 1994 yilinda
kuru kirmizi pul biber ihracatinda aflatoksin varligiyla ilgi uyarilar zaman zaman

Tarkiye gindemine gelmigstir

Tarim drunleri yilin belirli zamanlarinda hasat edilmekte ve tiUm yila yetecek sekilde
planlanarak depolanmaktadir. Hasat ve sonrasinda depolama suresince
aflatoksijenik kuf turleri ile kontaminasyonu ve bu kuflerin gidalarda gelismesi hem
ekonomik hem de saglik agisindan énemli sorunlara sebep olmaktadir. Depolama
stabilitesini artirmak amaciyla Ureticiler siklikla 15-20 gun slreyle gunes altinda
kurutma yontemini uygulamaktadir. Bu yontemde kurutma suresi olduk¢a uzun
oldugu gibi, ayni zamanda Ozellikle toksijenik kuf turleri Uzerinde etkili

olmamaktadir.

Buglne kadar akigkan yatak atmosferik plazma reaktorleri ile olgek buyuterek
endustride kullanilabilecek sistemlerde dekontaminasyon ¢aligmalari yapiimamisgtir.
Bu tez calismasinda, atmosferik plazma teknolojisini endustriye kolaylikla adapte
edilebilecek akiskan yatak sistemi ile guglendirerek ginimuizde kullanilan gida
muhafaza yontemlerine katkida bulunmak Uzere bir alternatif sunmak

hedeflenmigtir.



Bu tez calismasinin amaci, dusuk maliyetli ve c¢evre dostu bir teknoloji olan
atmosferik basing plazma sistemi kullanarak bir akigkan yatak atmosferik basing
plazma reaktoru tasarlamak ve bu sistem ile daha hizli ve etkin bir sekilde gidalarda
bozulma etmeni olan ve aflatoksin olusturan kuflerin dekontaminasyon igleminin
yapilabilirligini ortaya koymaktir. Plazma teknolojisinin en buyuk avantaji gida
bilesenlerinin renk, tat, koku ve aroma gibi duyusal ozelliklerini etkilemeyecek
duzeyde dusuk galisma sicakliklarina sahip olmasi ve herhangi bir toksik kimyasal
kullanilmamasinin yani sira islem sonunda herhangi bir toksik bilesen acgiga
cikmamasidir. Bu gergevede, Turkiye’'nin ihracatinda énemli bir yer tutan ve pazar
pay! yuksek findik ile kif kontaminasyonu ve mikotoksin sorunun siklikla yasandigi
hububat drunlerinden misir “model gidalar’ olarak segilmigtir. Tez ¢alismasinin
hedefleri dogrultusunda, atmosferik basing plazma teknolojisinin kullanildigi bir
akiskan yatak reaktor tasarlanarak, model olarak segilen gida 6rnekleri Uzerinde kuf
dekontaminasyonuna etkisi incelenmistir. Tasarlanan bu sistem, reaktor capi,
proses gazi, plazma gucu ve iglem suresi, 6rnek taru ve toksijenik kuf suglari
temellerinde incelenerek, dekontaminasyon etkinligi ortaya konmustur. Fungal yuk
seviyesi plazma iglemi Oncesi ve sonrasinda Kkarsilastirilarak yukaridaki

parametreler optimize edilmis ve reaktoriin performansi belirlenmistir.



2 GENEL BILGILER

21  Aspergillus Cinsi Kufler

Aspergillus cinsi Deuteromycetes (fungi imperfecti) boluminde Hypomycetes
sinifinda bulunan ve cinsel treme varligi (eseyli sporu) saptanamayan kuflerdendir.
Sadece eseysiz spor konidiyum ile c¢ogalirlar. Konidiofor bir ayak hucresinden
yukari dik uzanti seklinde c¢ikar ve u¢ kisminda kiresel veya klavet vesikulden
phialidler (sterigmata) c¢ikar. Surahi seklinde phialidler konidiospor zincirlerini

meydana getirir (Sekil 2.1.).

Konidiyum/

AL

L, /’ Konidios
2 Y por

Phialid

Metulae

Konidiofor - Vesikul

Sekil 2.1. Aspergillus cinsi kuflerin morfolojik yapisi

Aspergillus Hyphomycetes sinifinda bulunan ve genel olarak genis, kalin duvarli
konidiofor ve siskin vesikuller olusturan bir cinstir. Vesikullerin Gzerinde
konidiosporlari tasiyan phialidler ya da metulae ve phialidler birlikte bulunabilirler.
Genellikle konidioforlar ayak hicresi adi verilen kisa bir hiicreden olusurlar ve bu
hifler septasiz oldugundan, vesikll, konidiofor ve ayak hicresi ¢ok buyuk tek bir
hicre olustururlar. Aspergillus cinsinin alt tarlere siniflandiriimasi baslica dort
Ozellige dayandiriimaktadir: telemorf varligi ve Ozellikleri, metulae varhgi, vesikul
uzerinde metulae ya da phialidlerin dizilimi ve koloni renkleri. Telemorfu olmayan
turlerde Aspergillus koloni rengini konidiofor rengi belirlemektedir. Koloni ¢aplari da
ayirt edici 6nemli bir 6zellikleridir. A. flavus turlerinde, daha ince duvarli, dizgun ya
da az puruzlu konidiyumlar, 50 um’ye kadar yuvarlak ya da elips seklinde vesikuller
ve genellikle metulae var iken, A. parasiticus turlerinde, purizli ve kalin duvarh
konidiyumlar, 30 um ¢apinda vesikuller vardir ve genellikle metulae icerme oranlari

duisiktir.



Aspergillus 260 [1, 2] ile 837 [3] arasinda farkli tiir iceren anamorf bir cinstir. Bu
tirler yaklasik olarak 10 farkli telemorf cins igerisinde tanimlanmaktadir [4]. Diinya
Uzerindeki en yaygin turler olarak bilinmektedir. Abiyotik buyime kosullarinda ¢ok
secici degillerdir. Ornegin, ¢ok genis bir sicaklik araliinda (6-55°C) ve kismen
disuk nem igeriginde gelisebilmektedirler. Bununla birlikte, Aspergillus turleri
hayvan diskisi ve insan dokusu dahil ¢gok farkli substratlardan beslenebilmektedir.
Ayrica baskin olarak kompleks bitki yapilarinda bulunmakta [5] ve genellikle
gidada bozulma etmeni kif olarak degerlendiriimektedir [6]. Aspergillus sporlari
havada hem kisa hem de uzun mesafelere dagilmis halde bulunan en baskin kuf
yapilandir [5].  Aspergillus tirleri pozitif agidan bakildiginda kimyasallarin
sentezinde, biyosentetik donugsumlerde ve enzim Uretiminde yaygin olarak
kullanildigindan, negatif acidan ise gidalarda bozulma etmeni olmalari ve
mikotoksinler icerisinde en 6nemlisi olan aflatoksin Uretmeleri nedeniyle ekonomik

acidan en 6nemli kiflerdir [7].

Bazi Aspergilllus turleri insan ve hayvanlar igin firsatgi patojenlerdir. Saglikli
bireylerde etki etmezken, bagisiklik sistemi bastirilmig bireylerde yayilarak hastaliga
sebep olmaktadirlar [8, 9]. Aspergilli (A. fumigatus, A. flavus, A. niger, A. nidulans)
invazif aspergillozis, akciger aspergillomu, ve alerjik brongit aspergillozise sebep
olmaktadir [10, 11]. Aspergillus tirleri hayvan ve insanlar igin toksik olan
mikotoksinleri olusturabilmektedir. A. flavus ve A. parasiticus bilinen en karsinojenik

molekdil olan aflatoksini Gretmektedirler [12].

2.1.1 Aspergillus flavus
Yeast Extract Glucose Chloramphenicol (YGC) agarda 60-70 mm c¢apta, diz, siki
yapida, karakteristik bir yesil renkte, ortasi hifli, en dista beyaz halkali, arkadan

sarimsi renkte koloniler olusturmaktadir.

Konidioforlari yuzey hifinden baglamakta ve 400 um’den 1 mm’ye kadar farkli
uzunlukta, renksiz ya da acgik kahverengi, purtzli duvarli olabilmektedir. Vesikulleri
yuvarlak, 20-50 um c¢apli, tipik olarak hem metulae hem de phialidler tagimakta,
ancak bazi izolatlarda sadece phialidler varken, bazilarinda metulae ve phialidler
ayni boyutta (7-10 um) olabilmektedir. Konidiyumlar yuvarlak ya da kuresel,
genellikle 3.5- 5 um g¢apinda, kismen ince duvarli, purizli ya da ¢ok nadiren diz
olabilmektedir (Sekil 2.2.).



Sekil 2.2. Aspergillus flavus (a) YGC agarda kolonileri, 7 giin, 25-28°C; (b, c) kafa
yapilari, bar=20 um; (d) konidiyumlar, bar=5 um (b,c,d [7])

A. flavus ve A. parasiticus 25 ve 37°C’de hizli bayumeleri ve acgik sari yesil
konidiyum renkleriyle ayrilmaktadirlar. Bu iki tur arasinda en belirgin farklilik A.
flavus degisen sekil ve buyuklikte, nispeten ince duvarli ve kismen daha purizlu
konidiyumlar Uretirken, aksine A. parasiticus konidiyumlari yuvarlak ve kismen kalin
ve puruzla duvarlari vardir. Buna ek olarak, A. flavus vesikulleri daha genis ve 50
um’ye kadar ¢apa sahip ve genellikle metulae tasirken, A. parasiticus vesikullerinin

¢ap! nadiren 30 um’yi gegmekte ve metulae nadir gorulmektedir.

Bunlara ek olarak, A. flavus izolatlarinin bazilari aflatoksin B ve bazilari
siklopiazonik asit Uretirken, A. parasiticus izolatlarinin hepsi aflatoksin B ve G Uretir
ve siklopiazonik asit olusturmaz. Bu farkliliklar hem bilimsel hem de ticari agidan
oldukga onemlidir. Ayrica A. parasiticus’un cografi dagilimi A. flavus’a gore
sinirhdir. A. flavus butun dinyada yaygin olarak bulunurken, A. parasiticus daha

¢ok tropik iklim zonlarinda gorulmektedir.

A. flavus igin bildirilen buyame sicakliklari bazi farkliliklar gosterse de minimum 10-
12°C, maksimum 43-48°C ve optimum 33°C en sik ifade edilen araliklardir [7].
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BuyUmeye izin veren su aktivitesi degerleri de farkliliklar gostermektedir: 33°C ‘de
0.78 a, [13], 25°C’de 0.82 a,, 30°C’de 0.81 a,, 37°C’de 0.80 a, [14] olarak
bildirilmigtir. A. flavus’'un gelisebildigi optimum pH araligi 3.4-10 arasi iken, 25, 30
ve 37°C’lerde 2.1-11.2 araliginda da gelisebildigi [15] ve pH 7.5ta pik yaptidi
gozlenmistir [16]. Besiyeri pH degerini 4.5 ‘a ayarlamak igin eklenen asetik asidin
A. flavus konidiyumlarinin gimlenmesini azaltirken, laktik asit ve hidroklorik asidin

herhangi bir etkisinin olmadi§i gézlenmistir [17].

A. flavus’un sicaklik direncleri farkli kosullarda bir kac¢ arastirmaci tarafindan

cahsilimigtir. A. flavus sporlarinin nétral pH ve yuksek a,’ de D4s degeri 160 saatten

fazla, Dso de@eri 16 saat ve Ds, degeri 40-45 dk olarak verilmistir [18, 19].

2.1.2 Aspergillus parasiticus
YGC Agarda 50-70 mm capta, duz, siki tabakali, damarli ve kadifemsi yapida, yesil

renkte, en dista beyaz halkali, arkadan sarimsi renkte koloniler olusturmaktadir.

Konidioforlari yuzey hifinden baglamakta ve 250-500 um uzunlukta, renksiz ya da
acik kahverengi, duz duvarl olabilmektedir. Vesikulleri yuvarlak, 20-35 um c¢apli,
cogunlukla sadece phialidler tasimakta, ancak bazi izolatlarin kafa yapisinda
(yaklasik % 20) hem metulae hem de phialidler bulunmaktadir; phialidler 7-11 um
uzunlukta olabilirken, konidiyumlar yuvarlak, genellikle 4- 6 um gapinda, belirgin bir

sekilde puruzlu olabilmektedir (Sekil 2.3.).

A. parasiticus da A. flavus gibi 25 ve 37°C’lerde hizli buyumekte ve konidiyumlari
ayirt edilebilir acik sari yesil renktedir. A. parasiticus yogun, duvarlari purazld
yuvarlak konidiyumlar Uretirken, A. flavus konidiyumlari sekilleri farkhlik gosterebilir

ve genellikle daha ince ve duvarlari az purtzlGduar.



Sekil 2.3. Aspergillus parasiticus (a) YGC agarda kolonileri, 7 glin, 25-28°C; (b,c)
kafa yapilari, bar=10 um; (d) konidiyumlar, bar=5 um (b,c,d [7])

Kurtzman vd. (1986) A. parasiticus tirinu A. flavus subsp. parasiticus statisune
indirgemistir ancak, A. flavus altinda degerlendirildiginde iki ayri tlr ismi olarak
devam ettirmek igin ikna edici nedenler bulunmaktadir [20]. Bu iki tdr, fizyolojik
olarak ¢ok benzediginden A. flavus igin yapilan galismalar blyuk bir olasilikla egit
bir sekilde A. parasiticus igin de kabul edilebilirdir. A. parasiticus i¢in bliyume
sicaklik araligi 12-42°C ve optimum 32°C olarak bildiriimistir [21]. Blyime igin
gerekli minimum su aktivitesi, A. flavus ile ayni degerler olan 25°C’de 0.82 a,,
30°C’de 0.81 a,, 37°C’de 0.80 ay olarak bildirilmistir [14]. A. parasiticus’'un 25, 30
ve 37°C’lerde gelisebildigi pH araligi 2.4-10.5 iken, 25°Cde pH 2.2 ‘de
gelisememektedir [15]. A. parasiticus gelisimini sentetik besiyerlerinde pH 5’te
inhibe etmek icin yiksek miktarlarda sorbik asit (1,000 mg/kg) gereklidir [22]. A.
parasiticus konidiyumlarinin sicakhk direngleri, Dss degeri % 16 NaCl ortaminda
(0.90 ay) 230 dk, ortamda % 60 glukoz bulundugu durumda (0.85 a,) 210 dk ve %
60 sakaroz ortaminda (0.90 a,) ise 200 dk olarak verilmis ve su aktivitesi azaldikga

D degerlerinin ylkseldigi bildirilmistir [23].



2.2 Mikotoksinler

Mikotoksinler, bazi kuf turleri tarafindan Uretilen, bir ¢ok islenmis ve islenmemis
gidada ve vyemlerde bulunabilen, insan ve hayvan saghgini tehdit eden
metabolitlerdir. Kufler gidalarda gelisirken istenmeyen degigiklikler meydana
getirerek bozulmaya sebep olabilirler. Bazi kuf turleri yuksek sicaklik ve bagil nem
gibi belirli kosullarda mikotoksin Uretebilmektedirler. Mikotoksin dreten kufler
toksijenik olarak tanimlanmaktadir. Aspergillus, Penicillium ve Fusarium kuflerinin
bazi toksijenik turleri ¢ok yaygin olmakla birlikte ciddi saglk ve ekonomik
problemlere sebep olmaktadir. Mikotoksinler akut, subakut ve kronik toksisite
Ozelliklerini tagimakta ve karsinojenik (hassas organizmalarda mutasyona sebep
olabilme), teratojenik (gelisen embriyolarda deformasyona neden olabilme),
hallsinojenik, emetik ve Ostrojenik olabilmektedirler [24, 25]. Kifler tarafindan gok
cesitli mikotoksinler Uretilse de bunlardan aflatoksinler, okratoksinler, patulin,
fumonisinler, zearalenon ve trikotesenler, siklikla gidalarda karsilasilan gesitleridir
[26].

Mikotoksinlerin ¢ogunlugu aromatik yapida iken daha az bir kismi ise alifatik
bilesiklerden olugsmaktadir. Genellikle yuksek sicakliklara direnglidirler, mikotoksin
cesidine, sicakhk derecelerinde ve uygulama saatlerine goére farkh stabilite
gOstermektedirler. Bazi mikotoksinler endotoksin olarak misel iginde birikirken,

bircogunun miselden substrata dogru salgilandigi ve difuize oldugu gorulmektedir.

Mikotoksinler igerisinde olusum, toksisite ve ekonomik agilardan dinya Uzerindeki
en tehlikeli mikotoksin olan aflatoksinin temel kaynagi A. flavus ve A. parasiticus’un
toksijenik suslaridir. Dogada duretilen baglica aflatoksinler Bi, By, Gi1 ve G2
aflatoksinleridir. “B” ve “G” hafleri ince tabaka kromotografisinde UV is1g1 altinda
verdikleri mavi (blue) ve yesil (green) renkleri, 1 ve 2 alt indisleri ise major ve minor
bilesikleri ifade etmektedir. Aflatoksinlerin kimyasal olarak bifuran halkasi ve lakton

bagi iceren kumarin derivatlaridir.

Mikotoksin Uretiminde A. parasiticus’'un A. flavus'tan farki, hem G hem de B
aflatoksinlerini Uretmekte ve hatta A. parasiticus genellikle aflatoksinleri daha
yliksek konsantrasyonda Uretmektedir [27] ve toksijenik olmayan A. parasiticus
suslari ¢ok nadir gorilmektedir [28]. A. parasiticus siklopiazonik asit Uretmez

ancak gunumuzde tip ve kozmetikte genis kullanim alani olan kojik asit Gretmektedir



[29]. A. parasiticus’'un en iyi aflatoksin Urettigi kosullar 12-40°C ve pH 3-8 aralig,
0.86 a,'ye kadar olarak verilmektedir [21].

Aflatoksinler hem akut hem de kronik olarak hayvan ve insanlar i¢in toksiktir. Uzun
zamandir bilinen olusturdugu dort ayri etkisi akut karaciger hasari, karaciger sirozu,
timor ve tratojenik etki indlksiyonu olarak siralanmaktadir [30]. Ancak, daha
guncel arastirmalar, bagisiklik sistemini baskilayici ve protein alimina karisimi gibi
uzun sure aflatoksine maruz kalmanin getirdigi sonuglarin daha yaygin oldugunu

gostermektedir [31].

Akut aflatoksin zehirlenmeleri ¢ok yaygin olmasa da, yinelenen bir toplum saghgi
problemidir. 1974’te meydana gelen bir hepatit salginina 15 mg/kg aflatoksin i¢ceren
A. flavus ile kontamine olmus misirin sebep oldugu ve 400 hintli etkilenirken 100
kisinin 6limuyle sonuglandigi rapor edilmistir [32]. Etkilenen yetiskenlerin glinde 2-
6 mg toksin tukettigi hesaplanmistir. Yetigkin insanlarda akut 6lumcul dozun 10 mg

oldugu bildirilmigtir.

En genis etki alani ve siddetli aflatoksikozis salginlardan biri 2004’te dogu Kenya'da
gerceklesmis ve 317 kisi etkilenirken 125 kisi 6lmustur. Bunu takiben 2005 yilinda
gergeklesen ikinci bir salginda 25 kisi hayatini kaybetmistir [33]. ilk salgindan
sonra yurutulen ¢alismalarda, aflatoksin kaynaginin kuf ile kontamine olmus misirin
sebep oldugu ortaya konmustur [34]. Aflatoksin B¢in (AFB4) farkh hayvan
turlerinde bilinen en kuvvetli karaciger karsinojeni oldugu bildiriimigtir. Bununla
birlikte, Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan Grup 1A insan

karsinojeni olarak tanimlanmistir [35].

Karaciger kanseri etiyolojisinde aflatoksin ve hepatit B (HBV) virisinun arasinda
glgli bir sinerji oldugu gozlenmistir [31]. HBV antijeni pozitif hastalarin bagil
kanser riski aflatoksine maruziyeti ile birlestiginde 5’ten 60’a yukselmistir. HBV ve
aflatoksinin birlikte olugtugu bazi alanlarda, karaciger tUmoru olarak bilinen
hepotama baskin kanser ve hatta birincil 6lum sebebi olabilmektedir. Bilinen bu
karsinojenite ¢ok yuksek oldugundan gidalarda miktarinin belirlenmesi ve
olabildigince indirgenmesi icin arastirmacilarin elinden gelen herseyi yapmalari
gerekmektedir. Aflatoksin B4 ve B sut veren inekler tarafindan alindiginda, bir kismi
hidroksillenerek sltte ana bilesiklerden daha az toksisiteye sahip olan aflatoksin M

ve M, olarak salgilanmaktadir. Birgok Ulkede yurutulen c¢alismalarda sutteki
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aflatoksin varhgi analizlerinden pozitif sonu¢ elde edilmistir ve bu nedenle sit veren

hayvanlarin yemlerindeki aflatoksin miktarlari ile ilgili kati limitler getirilmistir [36].

Hayvanlarda akut seyreden aflatoksikosiste vicudun direk etkilenen bdlgesi
karacigerdir. Karaciger paransim hucrelerinin hasar gérmesi yaninda, karaciger ve
safra kanallarinda proliferasyon baslar, kanamalar gorulur, sinir sistemi etkilenerek
fonksiyonlarini yerine getiremez. Kramplar, felcler, denge bozukluklari meydana
gelebilir. Ozellikle geng hayvanlarin yemden yararlanmalari azalir, gelisme durur ve

hizli bir kilo kaybinin ardindan toksik hastalik dlimle sonuglanir.

Kronik toksisite uzun surede ¢ok daha dusuk dozlarda AFB+'in yemlerle tiketiimesi
sonucunda karaciger kanseri ve deformasyonlari seklinde ortaya c¢ikmaktadir.
Gokkusag! alabaliginda karaciger kanserine neden olan gunluk doz 0.5- 2.0 ug/kg,
farelerde tUmorlin ortaya c¢ikmasina kadar gunlik olan doz 10-15 ug/kg’dir.
insanlarda AFByin akut toksik etkisinden ziyade kronik dozlarla ortaya gikan

karaciger kanserlerinde 6nemli oldugu dusunulmektedir.

Epidomiyolojik calismalar aflatoksin i¢ceren gidalarla beslenen kigilerde primer
karaciger kanserlerine ve karaciger sirozlarina rastlanma olasiliginin daha yuksek
oranda oldugunu gostermistir. Danimarka’da primer karaciger kanseri % 0.18,
Amerika Birlesik Devletlerinde beyaz Amerikalilarda % 1.7 iken, g¢ogunlukla yer

fistigi ile beslenen Bantus (Sudan) toplumunda % 14tiir [37].

Kwashiorkor, genellikle ¢ocuklarda gorilen protein eksikligine bagli gelisen bir
hastalik olup Kuzey Afrika’da 5 yas alti ¢gocuklarda hastalik ve 6lum sebeplerinin
basini gekmektedir. Hendrickse vd. (1982) ilk defa bu hastahgin aflatoksin alimi ile
ilgili olabilecegini bildirmistir [38]. Tanzanyadaki bir pediyatrik servise gore,
Kwashiorkor, AIDS ve septisemiden sonra en yuksek 3. 6lum oranina (% 43)
sahiptir [39]. Aflatoksinlere kronik maruziyetin bu hastalikla iliskili oldugu
belirlenmistir [40, 41]. Hatem et al. (2005), kwashiorkor hastasi olan gocuklarin %

80’inin serumunda aflatoksin varligini bildirmigtir [42].

Okratoksinler U¢ ana kuf tura tarafindan uretilen ikincil metabolitlerdir; A. ochraceus,
P. verrucosum, ve A. carbonarius [43]. Okratoksin A ve B gida ve yemlerde
bulunan okratoksin turleridir. Okratoksin A, fenilalanine baglanmis bir amid
halkasina sahip klorlu bir izokumarin turevidir. IARC (1993) okratoksin A'yi

insanlarda potansiyel karsinojenik ajan olarak tanimlamistir [35].
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Patulin akut toksik, teratojenik ve potansiyel karsinojenik etkileri olan bir baska
mikotoksindir. Kimyasal yapilari olduk¢a reaktif ve doymamigs bes karbonlu lakton
halkasi icermektedir. Patulin kontaminasyonu en ¢ok elma suyunda gorulmektedir
[44].

Gida ve yemlerdeki mikotoksin duzeyleri bir gok Ulkede yasal olarak kisitlanmistir.
Yasal limitler gidanin gesidine ve prosese gore degisiklik gostermektedir. Avrupa
Birligi yasal dizenlemelerine gore bazi gidalardaki aflatoksin limitleri Cizelge 2.1.'de
verilmistir [45, 46]. Tirkiye’de uygulanan yasal limitler benzerlik gésterse de bazi

urunlerde izin verilen aflatoksin miktari daha yuksek tutulmustur (Ek-1).
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Cizelge 2.1. Avrupa Birligi tarafindan izin verilen bazi gidalardaki aflatoksin limitleri

Maksimum duzey (ug/kg)

Aflatoksin

B1

Toplam

(B1, Bz, G1 ve Gz)

M;

Dogrudan insan tuketimine sunulmadan veya gida bileseni olarak

kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger fiziksel igslemlere tabi tutulacak olan

Yer fistigi ve diger yagl tohumlar 8 15 -
Badem, fistik ve kayisi ¢ekirdegi ici 12 15 -
Findik, Brezilya cevizi 8 15 -
Diger sert kabuklu meyveler 5 10 -
Kurutulmus meyveler 5 10 -
Misir ve piring 5 10 -

Dogrudan insan tiketimine sunulan veya gida bileseni olarak kullanilan

Yer fistigi ve diger yagl tohumlar

4

Badem, fistik ve kayisi ¢ekirdegi ici

10

Findik, Brezilya cevizi

10

Diger sert kabuklu meyveler

4

Kurutulmus meyveler

NN O 00N

4

Digerleri

Cig sut, 1sil igslem gérmus sut ve sut
bazl Urlnlerin Gretiminde kullanilan
sut

0.050

Diger tahillar ve bunlardan elde
edilen Uranler ve bunlarin islenmis
arunleri

Baharatlar;

- Kirmizi biber (Capsicum spp.)
(bunlarin kurutulmus meyveleri, tim
ve 6gutulmus halleri dahil)

- Karabiber (Piper spp.) (bunlarin
meyveleri, ak biber, karabiber dahil)
- Hindistan cevizi/Muskat (Myristica
fragrans)

- Zencefil (Zingiber officinale)

- Zerdegal (Curcuma longa)

- Bunlarin bir veya birkagini igeren
karisim baharat

10

Islenmis tahil bazli bebek ve kiiglik
cocuklar ek gidalar

0.10

Bebek formdulleri ve devam
formulleri (bebek sutleri ve devam
sutleri dahil)

0.025

Bebeklere igin tibbi amacl diyet
gidalar

0.10

0.025

Kurutulmus incir

10
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Mikotoksin probleminden kaginmak igin en dogru yol fungal kontaminasyon ve
toksin Uretimini engellemek olsa da urin bir kez kontamine oldugunda
dekontaminasyon prosedurleri kaginilmazdir. Mikotoksinlerin degradasyonu igin bir
kac metot test edilmistir ancak spesifik dezavantajlarindan dolayr ¢ogu pratikte
uygulanabilir degildir. Bu nedenle gida endustrisi mikotoksin degradasyonunda etkili

ve prosese uygulanabilir uygulamalarin arayigi icindedir.

1960’larda yuz bin hindinin dlumuyle sonuglanan A. flavus'un Urettigi aflatoksinle
kontamine olmus yemlerin sebep oldugu salgindan bu yana bir ¢ok gesitli Gran
potansiyel mikotoksin kontaminasyonu agisindan test edilmistir [26]. 2007 yilinda
Avrupa Birligi'nin Gida ve Yemlerde Hizli Alarm Sistemi (Rapid Alert System for
Food and Feed-RASFF) 705l aflatoksinler ve 30’u okratoksin A ile ilgili olmak tUzere
toplamda 754 mikotoksin ihbari almistir. Aflatoksin ihbarlari gogunlukla fistik, yer
fistig, findik, badem, kuru incir ve baharatlar ile ilgili gelmistir. Okratoksin A
kontaminasyonlari ise kirmizi toz biber, kuru incir ve kuru dzimde rapor edilmigtir
[47].

Gidalarda mikotoksin kontaminasyonu insan ve hayvan saghdinin yani sira
uluslararasi ticarette de tehdit olusturmaktadir. insanlarin bu tehlikeli maddelere
maruz kalmasini en aza indirgemek icin gida Urunlerinin  mikotoksinlerle
kontaminasyonu makul bir seviyeye indirgenebilmelidir. Ancak, tarim urunlerinin
uretim alanlarindaki yuksek nem ve sicaklik, ani gelen yagmurlar gibi dogal
kosullardan dolayr bu hedefe ulagsmak kolay degildir [48]. Bu nedenle gozetim
programlari surekli olarak gerceklestiriimelidir. Kontaminasyonu 6nlemek ve toksinli
urinleri dekontamine etmek igin yeni metotlar Uzerinde ¢alisilmakta ve mevcut
yontemleri daha etkili ve guvenli hale getirerek optimizasyonu yapilmaktadir.
Mikotoksinlerle kontamine olan Urin hacmi ve pazar payl g6z o©Onunde
bulunduruldugunda etkili ve guvenli dekontaminasyon metotlarina acilen ihtiyag

duyuldugu acgikca gorulmektedir.

2.3 Gidalardan Kif Dekontaminasyonu ve Mikotoksin Detoksifikasyonu
Mikotoksinler, baglica Aspergillus, Penicillium, Fusarium ve Alternaria cinsi kiflerin

salgiladiklari sekonder metabolik Urinlerdir [49, 50]. Tahil ve kuru yemislerin
mikotoksin ile kontaminasyonu tarlada filamentoz (lif seklinde) kuflerle
baglayabilmekte, hasat ve hatali kurutma iglemleri ile artabilmekte, depolama ve

nakliyat sirasinda da birikmeye devam edebilmektedir [24]. Aspergillus ve
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Penicillium tarleri genellikle kurutma ve depolama sirasinda gidada kontaminant
olarak bulunurken, Fusarium ve Alternaria turleri hasattan dnce ve hemen sonra
mikotoksin Uretebilmektedir [51]. Bugine kadar 100’den fazla kifin drettigi
yaklasik olarak 400 adet toksijenik potansiyeli olan sekonder metabolit varligi tespit
edilmis ve Gida ve Tarim Orgiti’'niin (Food and Agriculture Organization (FAO))
tahminine gore dinyanin tarim drunlerinin % 25’l kadarinda kuf kontaminasyonunun
onemli ekonomik kayiplara yol agtigi bildirilmistir [52-55]. Mikotoksinler toksijenik
kiflerin 6ncelikle miselyumlarinda olusur ve sporlarinda da bulunabilir [56] ve
tuketildiklerinde yuksek yapili omurgallarda ve diger hayvanlarda mikotokzikozis
adi verilen toksijenik tepki verir [57]. Bu sekonder metabolitler biyimenin Ussel

(exponential) fazinin sonunda sentezlenmektedirler [56, 58].

Mikotoksin aliniminin insan ve hayvanlardaki toksik etkisi alim dizeyi, maruz kalma
suresi, toksin turleri, etki mekanizmasi, metabolizma ve savunma mekanizmasi gibi
birka¢ faktére dayanmaktadir [54, 58]. Mikotoksinle kontamine olmus gida veya
yemlerin tuketimi ise insan ve hayvanlarda teratojenik, kanserojen, Ostrojenik,
norotoksik ve immunosupresif etkileri bagslatir [59]. Mikotoksinler icerisinde hem
toplum saghgr hem de agronomi agisindan en onemlileri aflatoksinler, trikotesen,
fumonisins, okratoksin A, patulin, tremorjenik toksinler ve ergot alkoloidlerini
kapsamaktadir [54, 58, 59].

Yabani findik gesitleri, Corylus cinsi, kuzey yarim kurenin ¢ogu bolgesine dagiimis
olsa da, baslica findik Ureticisi Ulkeler Turkiye, Italya, ispanya ve Amerika Birlesik
Devletleri’dir [60]. Tirkiye dinya findik Uretiminin % 75’ini gergeklestirmekte
(250,000 - 300,000 ton/yil) ve Uretiminin % 75’ini ihrag ettiginden, lider Uretici ve
ihracatci konumundadir [61]. Findiklarin % 80'i ¢ikolata yapiminda, % 15’
pastacilik, sekerleme ve biskuvi dretiminde, kalan %5 ise herhangi bir islem
yapilmadan direk tuketilmektedir. Findiklar, % 78-81 bagil nem ve 20-30°C’lerde
depolandiklarinda A. flavus ve A. parasiticus turleri tarafindan aflatoksin ve
ergosterol uretiminde iyi bir substat gorevi gormektedirler [62]. Yapilan bir
arastirmada Turkiye’den ihra¢ edilen findiklarda, 142 6rnegin % 8'i 2-100 ug/kg
araliginda ortalama 33 ug/kg aflatoksin pozitif ¢iktigi rapor edilmistir [63].

Ureticilerden elde edilen misirda da benzer sonuglar alinmistir [25]. Bu sonuglar
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findiklarda aflatoksin miktarini azaltmak igin daha siki denetimlerin yapiimasi

gerektigini gostermektedir.

Bu mikotoksinlerin hasar verici etkilerinden dolay! mikotoksijenik kuflerin geligimini
engellemenin yani sira dekontaminasyonu ve/veya kontamine gidalarda
mikotoksinlerin detoksifikasyonu igin bazi stratejiler gelistirilmistir [64]. Bunlar Ug

baslik altinda toplanabilir:

- Mikotoksin kontaminasyonunun engellenmesi
- Gida ve yemlerdeki mikotoksinlerin detoksifikasyonu

- Gastrointestinal kanalda mikotoksin absorpsiyonunun engellenmesi

2.3.1 Mikotoksin Kontaminasyonunun Engellenmesi

Mikotoksin kontaminasyonu hasat oncesi, hasat sirasinda ve depolama ya da
isleme sirasinda  gergeklesebilir [50, 65]. Bu nedenle mikotoksin
kontaminasyonunun onlenmesi igin uygulanan metodlar hasat 6ncesi, hasat ve
hasat sonrasi olarak Ug¢ baglik altinda incelenebilir. Belirli uygulamalarin spesifik
mikotoksinlerin ~ kontaminasyonunu  azalttigi  belilense de  mikotoksin
kontaminasyonunun tamemen ortadan kaldirlmasi su anda gergekte mumkin
degildir.

Mikotoksinlerin belirli gidalarda 6nlenmesi ve azaltilmasi icin Kodeks Alimentarius
tarafindan birka¢ uygulama geligtiriimigtir. Bu uygulamalarin etkili olabilmesi igin her
ulkedeki ureticilerin yerel Granlerini, iklim kosullarini ve agronomik uygulamalari g6z
onunde bulundurarak genel prensipleri degerlendirmelidir. Tahillarda belirli
mikotoksinlerin azaltilmasi igin dneriler iki bdlime ayrilmistir: lyi Tarim Uygulamalari
(Good Agricultural Practice- GAP) ve lyi Uretim Uygulamalar’na (Good
Manufacturing Practice- GMP) dayanan o©nerilen uygulamalar Kritik Kontrol
Noktalarinda Risk Analizinde (Hazard Analysis Critical Control Point —HACCP)

faydalanilan tamamlayici bir yénetim sistemidir [66].

2.3.1.1 Hasat Oncesi Kontrol Stratejileri

Tarim Urdnlerinin depolamada oldugu kadar tarlada da mikotoksin ile kontamine
olabilecegi ortaya konmustur [67, 68]. Fusarium ve Alternaria gibi fitopatojenik
kufler hasattan Once veya hemen sonrasinda mikotoksin Uretebileceginden,

biyolojik ve kultarel kontrol uygulamalarini da igeren birkag strateji gelistirmistir.
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Hasat Oncesi kontrol stratejileri mikotoksinleri Onleme ve indirgemede farkli

urunlerde kullanimlarina gore (hububat, findik, meyve, vd.) degigiklik gosterebilir.

Hububatlarda farkli tdrlerin mikotoksin kontaminasyonuna karsi hassasiyetleri
degisebilmektedir [69]. Bir Ulkenin belirli bir alaninda kullanimi 6nerilen tohum
cesitleri bu spesifik alanda kullaniimahdir [66]. 197Q’lerin basindan itibaren,
aflatoksijenik kuf gelisimi ve aflatoksin biyosentezini kontrol altina alabilmek igin,
hem laboratuvar hem de saha calismalariyla genetik olarak dayanikli arin genotipi
arastirmalari yapilmaktadir [68, 70, 71]. Bu calismalar Aspergillus flavus
enfeksiyonuna ve mikotoksin Uretimine kargi dayanikh iyi karakterize edilmis
kaynaklarin tanimlanmalarina yol agmistir [72]. Uriin rotasyonu, toprak isleme,
sulama ve gubreleme yaklagimlari gibi uygun saha yonetimi uygulamalarinin
mikotoksin olusumunu etkiledigi bilinmektedir. Ornegin sulama igin kullanilan suyun
ulkedeki yasal duzenlemelere uygun kalitede olmasi gerekmektedir. Bagil nem ve
sicaklik gibi ¢evresel kosullarin kuflerin  bitkilerde olusturdugu hastaliklar
baglatmada 6nemli etkileri vardir. Ayrica ¢evredeki arazilerde A. flavus/parasiticus
ile kolaylikla enfekte olabilen Urlnler yetistiriimemelidir, cinkl ruzgar ve bdcek gibi
faktorlerle bu sporlar kolayca cevreye tasinip enfeksiyon sebebi olmaktadir.
Mikotoksin kontaminasyonunu onlemek igin, tahillarin hasadinin disuk nem igerigi
ve tam olgunluk zamanina gore planlamak 6énemli bir kontrol noktasi olabilir, aksi
halde tahilin olgunlagsmaya devam etmesine izin verilirse asiri derecede i1s1, yagmur
veya kuraklik kosullarina maruz kalacaktir. Hasadi ertelenen tahil hali hazirda
Fusarium turleri tarafindan enfekte olmasinin tanelerdeki mikotoksin igeriginde

biyuk artiglara sebep oldugu bilinmektedir [66].

Tarim Urdanlerinin toksijenik kuf invasyonuna duyarliligini artirdigi bilinen bir bagka
faktor de bocek, kus veya kemirgenlerin yol agtigi hasarlardir [73]. Bécek hasari ve
kuf infeksiyonu, izin verilen insektisidler, fungusitler ve diger uygun uygulamalarin
dogru bir sekilde kullaniimasiyla kontrol edilmelidir. Avrupa Birligi'nde, fungisidlerin
kullanimina izin verilmeden Once ¢evre ve insanlara kargl toksik olmadiginin
gOsterilmesi gerekmektedir. Fungusit uygulamalarinin dogal olarak enfekte olmus
tarlalarda toksin sentezini dnleme veya azaltmada etkili oldugu agikga gosterilmigtir
[74].
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Alternatif olarak, Fusarium enfeksiyonlarinin  kontrolinde belirli sayida
biyokompetitif mikroorganizmalarinin kullanimi gosterilmistir. Antagonistik bakteriler
ve mayalar hasat oncesi mikotoksin kontaminasyonununda azalmaya sebep
olabilmektedir. Ornegin, Bacillus subtilisin endofitk blylime fazinda F.
verticilloides’in sebep oldugu mikotoksin kontaminasyonunu azalttigi ortaya
konmustur. Cryptococcus nodaensis gibi antagonistik mayalarin da bazi Fusarium
tirlerini inhibe ettigi gosterilmistir [68]. Diamond ve Coke (2003) sera
calismalarinda bugday basaklarinin antezi (tozlanma) sirasinda Phoma betae ve
Pythium ultimum ile 6n inokulasyonunun F. culmorum, F. avenaceum, F. poae ve
M. nivale turlerinin neden oldugu hastalik gelismini ve siddetini indirgedigini ortaya

koymustur [75].

Tarim Urlnlerinde aflatoksin kontrolii hasat dncesinde baslamaldir [76]. Kurallara
uygun ekim ekin, yagh tohum ve findiklarin 6zelikle kabuk ve tomurcuklarinda
bulunan fitik asit yardimiyla bitkileri fungal invasyona kargi korumaktadir [77].
Mikotoksin uretimini engelleyen ve bocek hasarina kargi direncli (kuf Uretimini de
durduran) bitki cesitleri yardimci olmaktadir [78]. Uygun sulama ve hasereyle
mucadele ile kuraklik ve bocek hasari gibi ¢cevresel stresler minimize edilmelidir.
Urlin rotasyonu, nadasa birakiimis topragin kullanilmasi, yizeydeki 6lG 6rtinln
derine gomulmesi ve duzgun hasat etkili bir sekilde aflatoksinin tekrar oranini
azaltmaktadir [79, 80]. Urliniin topraga ekiminden once toprak tzerindeki kirlilik
daha once mikotoksin dreten kuflerin gelisimi i¢in substrat gorevi gormus
olabileceginden dolay uzaklastirilmalidir. Yer fistigiina yetistirme sirasinda algitasi
formunda kalsiyum uygulamasi aflatoksin kontaminasyonunu azaltan, kalite, verim
ve c¢imlenme Ozelliklerini artiran ekonomik bir metot olabilecedi kisith alan

uygulamalariyla kanitlanmistir [80].

Alternatif bir yaklagim olarak topraga toksijenik olmayan ve oldukgca kompetitif bir A.
parasiticus  (biyokompetitif ajan) susu eklenerek biyolojik rekabet ile
kontaminasyonun Dbiyolojik kontroli gerceklestirimektedir. Boylelikle aflatoksin
olusturan, saf A. flavus ve A. parasiticus suslarinin gelismesi engellenmektedir [81,
82].
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2.31.2 Hasat Yonetimi

Mikotoksin kontaminasyonunun onlenmesi igin bitkilerin ideal olgunlukta hasatinin
yapilmasi ve bu sirada tarim UrUnlerine zarar vermekten kaginilmasi gerekmektedir
[83]. Fungal kontaminasyon ve bdcek istilasinin sebep oldugu hastaliklari en aza
indirgemek icin findiklarin olgunlastiginda olabildigince pratik bir gekilde
yapilmahdir. Bazi findik turleri hala adacta iken bocek istilasi ve kabuk ayriimasi
gibi sebeplerden dolayi aflatoksinle kontamine olmaktadir. Bu nedenle hasadin
erken yapilmasi, dig kabuk Urinu boceklerden ve kuf sporlarindan korudugu igin
kontaminasyon riskini azaltmaktadir [84]. Fiziksel olarak hasar gérmis taneler
fungal Uremeye olduk¢a hassas oldugundan, hasat sirasinda tarim urunlerine
fiziksel zarar vermekten mimkiin oldugunca kaginilmahdir [85]. Findiklarin hasadi
agaclar sallanarak yapiliyorsa, Urunlerin yere duserek fiziksel zarar goérmesi ve eger
hayvanlarin otlatilmasi i¢in kullaniliyorsa fekal kontaminasyonu dnlemek amaciyla
agaglarin altina koruyucu bir 6rtu serilmeli ve sonrasinda Urun elle toplanmalidir.
Uriin toplandiktan sonra hasar gérmis, kemiriimis, bos, ¢irimis veya acilasmis
findiklar, yabanci materyaller ayrilmalidir. Yagmur sonrasi mevsimde ve kuraklik
stresi altinda yetigtiriimis olsa da, zarar gormemis yer fistigi tohumlarinda daha
dusik aflatoksin kontaminasyonu riski tasidigi belirtiimistir [86]. Kuru havalarda
hasat gerceklestirildiginde, genellikle mikotoksin kontaminasyonu problemi
olmamaktadir. Ancak, hasat nemli bir havada yapilirsa olduk¢ga problem
olusturmaktadir. Gelismekte olan ulkelerde, yetersiz kurutma ekipmani ve nemli
atmosferik kosullar birlestiginde hasat edilen yer fistiklarinda, findiklarinda ve diger
gidalarda kabul edilemez dlizeylere ulagsmaktadir [87]. Antep fistiklarinda kabugun
yarilma seviyesine bagli olarak hasat zamani 6onemli olabilmekte ve aflatoksin
dreten kif ile kontaminasyonu en aza indirgenebilmektedir [88]. Turkiye'de
findiklarin hasati sirasinda kullanilan siriklar tanelere hasar verebileceginden,

aflatoksijenik kif invazyonuna daha yatkin olmaktadir [89].

2313 Hasat Sonrasi Kontrol Stratejileri
Mikotoksin kontaminasyonun onlenmesinde hasat sonrasi stratejileri 1SInlama,
dogal ve kimyasal ajanlarin kullanimi ile birlikte gelistirimis kurutma ve depolama

kosullarini icermektedir.
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Depolama sirasinda aflatoksinin onlenmesinde birincil hedef Grinde kuf geligimini
engellemektir. Depolama suresince nem igerigi ve sicakhda bagl olarak degisen
arinun su aktivitesi dikkatlice kontrol edilmelidir. Yuksek nem ve sicakligin
aflatoksin kontaminasyonu olasiligini artirdigi belirtiimistir [90]. Depolama ve
transfer sirasinda aflatoksin kontaminasyonundaki artisi 6nlemek igin nem igerigi,
cevre sicakligi ve hijyenik kosullarin kontroli 6nem tasimaktadir. Aflatoksin Greten
A. flavus ve A. parasiticus turleri su aktivitesi 0.70’in altinda, bagil nem % 70’in
altinda ve sicaklik degeri 10°C’nin altinda gelisememekte ve aflatoksin
uretememektedir. Kuraklik veya bocek hasari gibi stres kosullarinda ise aflatoksin
kontaminasyonun daha yuksek oldugu bildirilmistir. Genellikle sicak ve nemli
depolama kosullari gidalarda kuf gelisimine ve ylksek duzeylerde aflatoksin
kontaminasyonuna sebep olmaktadir [84]. Yer fistiklarinda A. flavus gelisimi igin
minimum nem igerigi % 8-10 ve bagil nem % 82 iken, aflatoksin Gretimi optimum %
15-35 nem igeriginde gergeklesmektedir [91]. Stabiliteyi artirmak ve Aspergilli
kontaminasyonundan kacinmak igin, yer fistiklari kabuklarindan ayriimali ve
hasattan sonra mumkun olabildigince kisa surede, genellikle 48 sa igerisinde,

25°C’de 0.70 a,, de@erine denk gelen % 5-7 nem igerigine kurutulmalidir [92].

Depolama sirasinda urinun hizlica kurutulmasinin aflatoksin kontaminasyonunu
kontrol etmede yardimci oldugu ortaya konmustur. Ayrica depolanan urinlerin nem
iceriginin artmasinin kif invazyonunu kolaylastirdigi da bildirilmistir [93]. Asya,
Afrika Ulkeleri ve Turkiye gibi Avrupa Ulkelerinde hasat edilen gok dusuk nem igerikli
drinlerde bile aralikli yagmur ve ¢ig sonucu nem zarari olugabilmektedir [94]. Buna
bir 6rnek olarak, Turkiye'deki Antep fistiklari hasat sonrasi guneste kurutulsalar da
yuksek nem kosullarinda silolarda depolanmalari sonucu bazen aflatoksijenik kuf ile
kontamine olabilmektedir [89]. G6z 6niinde bulundurulmasi gereken bir bagka
faktor ise depolama sirasinda kuf gelisimi gergeklesirse, metabolik aktivite sirasinda
nem aciga ¢ikacagindan baska kuf turlerinin de geligsimine ve dolayisiyla OTA gibi

baska mikotoksinlerin de Uretimine neden olacaktir [95].

Kontamine partilerin ayrilmasi ve gerekli depolama metotlari ile olasi
kontaminasyonlarin onlenmesi aflatoksin kontrolinu gelistirmede yardimci olabilir
[96]. Aflatoksin riski hasat sonrasi uygulamalarla kismen azaltilabilir. Elektronik
renk ayirma ile aflatoksinle kontamine olmus partilerin % 72’sini uzaklastirabilirken,

elle ayirma daha segici olsa da oldukga zaman alicidir. Kontamine misirlarin
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yogunluga dayali yontemle ayrilmasi mumkundur ancak ek olarak bir kurutma iglemi
gerektirmektedir [97]. Pndmatik ayirma ve hava ile siniflandirma sadece findiklar

icin pratik olarak kullanilabilmektedir [98].

Mikotoksin Ureten kufler zorunlu aerob olduklarindan, mikotoksin Uretimi depolama
silolarinda karbondioksit, azot, karbon monoksit ve sulfir oksit gibi modifiye
atmosfer gazlarla Onlenebilmekte ya da en azindan azaltilabilmektedir. Yer
fistiklarinda yapilan bir calismada silolarda depolama sirasinda karbon dioksit
konsantrasyonu artirnildiginda aflatoksin Uretimini 6nemli azalmalara sebep oldugu
bildirilmistir [99].

Dogal ve Kimyasal Ajanlarin Kullanimi

Cesitli dogal ve kimyasal ajanlarin hem mikotoksijenik kuf gelisimini hem de
mikotoksin olusumunu engelledigi bilinmektedir. Ornegin, hidrojenfosfid (fosfin),
hububatlari bocek ve kif invazyonuna kargl korumak icin kullanilan oldukga toksik
bir gazdir ve 1000-2000 mg/kg konsantrasyonlarinin A. flavus/parasiticus
gelisiminin inhibisyonu ve mikotoksin biyosentezini énlenmesinde etkilidir [100,
101]. KuUf gelisimi ve mikotoksin biyosentezi Gizerinde fungusitlerin etkisi kimyasal
turd, uygulama sdresi, urun gesidi, fungal turler ve depolama kosullari gibi birkag
faktore baglidir [65]. Diklorvos, landrin, malatiyon ve diazinon gibi diger fungusitler
de AFB; olusumunu engellemede etkilidirler [70, 102]. Fungisitlere ek olarak
iprodione (3-(3,5-diklorofenil)-N-(1-metiletil)-2,4-diokso-1-imidazolidin karboksiamid)
tarimsal Urunlerde cgesitli Alternaria, Asperqillus, Penicillium, Monilia, Botyrtis,
Didymella, Rhizochtonia ve Sclerotinia kuf turlerinin geligsimini dnlemede etkili bir
ajan olarak kullaniimaktadir. Buna ek olarak, besiyerinde 5 ug/g ipriodine
konsantrasyonunun, A. parasiticus geligsimini baskiladigi ve A. flavus ile A.
ochraceus’un aflatoksin ve OTA Uretimini % 50 oraninda azalttigi bildirilmistir [103,
104].

Herbisit uygulamalarinin da mikotoksijenik kuf gelisimini ve takiben mikotoksin
uretimini etkiledigi gosterilmigtir. Glufosinat amonyumun (butanoik asit, 2-amino-4-
(hidroksimetilfosfil)-amonyum tuzu) 2000 ug/mL konsantrasyonunda A. flavus

gelisimini engelledigi ve AFB4 olusumunu % 90 azalttigi goézlenmistir [105].
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Sorbik asit ile sodyum ve potasyum tuzlari, sodyum benzoat aflatoksijenik kuf
gelisimini ve aflatoksin Uretimini engelledidi bir ¢gok galismada kanitlanmistir [22,
106-108]. Sodyum benzoatin % 0.4 konsantrasyonunda kullanildiginda A.
parasiticus tarafindan AFB4 Uretimini % 25 azaltti§i ortaya konmustur [108]. Etil
veya metil benzoatin % 0.02 konsantrasyonunda aflatoksin biyosentezini % 78, A.

flavus gelisimini ise % 61 oraninda azalttigi bildirilmistir [109].

Lipofilik ve hidrofilik etkileri olan ytzey aktif molekullerin aflatoksijenik kuf gelisimi ve
aflatoksin biyosentezini etkiledigi gosterilmistir. Triton X-100, Tergitol NP-7, Tergitol
NP-10, polioksietilen 10 laurileter, Latron AG-98 (% 1 w/v) aflatoksin Uretimini % 96-
99 oranlarinda azalttigi bildiriimistir [110]. Agir metal iyonlarinin sodyum selenit ve
potasyum tellurit formunda (% 0.05-4) ayni etkileri gosterdigi bildirilirken, bu
yaklasimin gida ve yemlerde olasi agir metal kontaminasyonu sebebiyle kullanimi
mumkin degildir [111]. Ozellikle hasat sonrasi mikotoksin olusumunu engellemek
icin antagonistik bakteriler, kufler ve mayalarin kullanimi umut verici alternatif bir
metottur. Antagonistik mayalardan Pichia anomala ve Saccharomyces cerevisiae
kullaniminin bugdaylarda OTA birikimini azalttigi hem in vitro hem de model
depolama kosullarinda ortaya konulmustur [112]. Baska bir ¢alismada ise, Phoma
spp., Mucor spp., Trichoderma harzianum, Trichoderma spp. 639, Rhizopus spp.
663, Rhizopus spp. 710, Rhizopus spp. 668, Alternaria spp. gibi kuf tirlerinin
aflatoksin biyosentezini % 90 azalttigi bildirilmistir [113]. Bacillus pumilis
izolatlarindan elde edilen ekstraselller metabolitlerin A. parasiticus’un aflatoksin

Uretimini % 98-99 oraninda engelledigi bildirilmistir [114].

Son yillarda alternatif olarak laktik asit bakterilerinin ve antifungal metabolitlerinin
mikotoksijenik kuf gelisimini ve mikotoksin Uretimini engelleyen dogdal koruyucular
oldugu ortaya konmustur [115, 116]. Laktik asit bakterileri, yillardir gidalarda
kullanildigindan ve genellikle givenli kabul edilen (GRAS) olarak tanimlandigindan
Ozellikle koruyucu organizmalar olarak ilgi cekmektedir. Laktokok turlerinden izole
edilen herhangi bir bilesik gidalari bozulmaya sebep olan kuflerin gelisimine ve
mikotoksin kontaminasyonuna kargi koruyucu olarak kullanilabilmektedir. Laktik asit
bakterilerinin pek ¢ok durumda antifungal ve antimikotoksijenik potansiyelleri tam
aciklanamasa da, mikotoksin sentezi inhibisyonunun mikrobiyel rekabet, besin

maddelerin tlketimi, disuk pH ve laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen dusuk
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molekdl agirlikli, termostabil metobolit Gretimi ile gerceklestigi dusunulmektedir
[117, 118].

Yapilan ilk calismalarda, Lactobacillus casei susunun A. parasiticus'un hem
gelisimini hem de aflatoksin Uretimini inhibe edici antifungal aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir [119]. Bir bagka c¢alismada, A. flavus'un aflatoksin Uretiminin belirgin
bir sekilde Streptococcus lactis tarafindan azaltildigi ortaya konmustur [120]. Lb.
casei pseudoplantarum 371 susunun AFB; ve AFG4 Uretimini % 80 ve % 92
oraninda inhibe ettigi bildirilmistir [121]. Corsetti vd. (1998) Lb. sanfrancisco CBI
susunun kaproik asit gibi kisa zincirli yag asitlerinin olusumu sonucu bozulmaya
sebep olan kuflerden Monilia, Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinslerine karsi
antifungal etkisi oldugu ortaya koymustur [122]. Yapilan baska bir ¢alismada,
Lactobacillus plantarum’un zeytinlerin yuzeyine tutunarak bir biyofilm olusturdugu ve
oksijen rekabeti ile maya ve kuflerin gelisimini engelledigi taramali elektron
mikroskobu goéruntuleri ile ortaya konmus ve AFB4 Uretimini % 46, kuf gelisimini %
86 azalttigini bildirilmistir [123].

Dogal bitki ekstraktlarinin da kuf gelisimini ve mikotoksin Uretimini Onledigi
bilinmektedir. Ozellikle Misira 6zgl bitkilerden Lupinus albus (baklagiller), Ammi
visnaga (maydanozgiller) ve Xanthium pungens (Compositae) ekstraklarinin doza
bagli olarak A. flavus’un Urettidi aflatoksini inhibe ettigi gosterilmistir [124]. Yapilan
bir calismada Ocimum basilicum (feslegen), Syzygium aromaticum (karanfil),
Thymus vulgaris (kekik) ve Cinnamomum zeylanicum (targin) turlerinin yaglarinin
misir gekirdekleri lzerinde A. flavus gelisimini engelledigi [125], benzer bir
calismada ise targin, keklikotu, hindistan cevizi, muskat ve zerdecgal yaglarinin A.
parasiticus ve F. moniliforme turlerine karsi antifungal aktivite gosterdigi ve bu
inhibisyon  etkisinin  kumarin ve flavonoidler gibi fenolik bilesiklerden
kaynaklanabileceg@i bildirilmistir [126]. A. parasiticus'un AFB4, AFB, ve AFG;
uretiminin 0.1 ug/mL karanfil yag: konsantrasyonunda tamamen inhibi edildigi, 0.2
ug/mL ile muamele edildiginde ise AFG4 Uretiminin % 66 ve F. moniliforme

tarafindan uretilen fumoisin B¢'in % 78 azaltildi§i ortaya konmustur [127].

Gidalarda kuf gelisimini ve mikotoksin Uretimini engelleyen toksik kimyasal ajanlarin
kullanimina izin verilmemekle birlikte biyolojik ajanlarin da kullanimi pratikte

mumkun degildir. Yapilan c¢alismalar genellikle model ortamlarda ya da sulu
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¢Ozeltilerde uzun inktibasyon periyodlari sonucunda gergeklestirilmistir ve herhangi
bir gida 06rneginden mikotoksinlerin uzaklastirimasinda kullaniminin  etkisi
arastinlmamistir. Ayrica, guvenli gida eldesi birincil hedef iken, Grunu baska bir
mikrobiyolojik tehlike ile kargi kargiya getirmek ve bu durumun Urindn duyusal

Ozelliklerine olan etkileri pratikte problemler olusturabilmektedir.
Isinlama

Radyasyon tipik olarak iyonize (IR) veya iyonize olmayan (NIR) olarak kategorize
edilmekte ve IR kendi icerisinde X-i1sini, gama 1ginlart (y) ve NIR ise UV isinlari,
mikrodalga 1sinlari, infrared iginlari ve radyo dalgalarini igcermektedir. Isinlanmis
gidalarin guvenligi konusunda tartigmalar devam etse de cgesitli gidalarin
sterilizasyonunda daha siklikla kullaniimaya baglanmistir [128]. 1980 yilinda Gida
ve Tarnim Orglti (FAO)/ Uluslararasi Atom Enerjisi Ajansi (IAEA)/ Dinya Saglk
Orgiiti (WHO) Gida Isinlama Uzman Komitesi (JECFI), ortalama 10 kGy'e kadar
Isinlanmis gida Grdnlerinin - tUketilmesinde herhangi bir toksikolojik tehlike,
mikrobiyolojik veya besinsel problem olmadigini bildirmiglerdir [129]. Bu nedenle,
bir ¢ok calismada depolama sirasinda kuf gelisimi ve mikotoksin biyosentezini

engellemek igin gama (y) 1sinlari kullaniimistir.

Yapilan calismalarda, tavuk yemlerinde A. ochraceus’un gelisimi ve okratoksin
Uretiminin 4 kGy 1sinlama dozuyla inhibisyonu [130], 3 kGy isinlama dozunun 45
gun depolama suresince A. flavus tarafindan uretilen AFB+’ininhbisyonu icin yeterli
oldugu ancak daha dusik dozlarda (2 kGy), ayni depolama suresinde 52.2 ug/kg
AFBy’in Uretildigi bildirilmistir [131]. Ancak her kif tiriine kargi 1ginlamanin ayni
etkiyi gostermedigi, UV 1sinlarinin A. flavus EP-63 ve A. ochraceus P-153 suglarinin
AFB1 ve OTA sentezini tesvik ettigi Aziz ve Smyk (2002) tarafindan ortaya konmus
[132] ve isinlamanin kuf gelisimi ve mikotoksin biyosentezini engelleme etkisinin
hem susa hem de doza bagh oldugu kadar nem ve depolama kosullarindan da
etkilendigi bildirilmistir [55].

2.3.2 Gida ve Yemlerdeki Mikotoksinlerin Detoksifikasyonu

Gida ve yem amagli kullanilacak urinlerde, hasat sirasinda ya da hasat sonrasi ve
depolama sirasinda mikotoksin kontaminasyonunun dnlenmesi her zaman mumkun
olmayabilir [133]. Bu nedenle mikotoksinlerin toksik ve karsinojenik etkilerini

onlemede ¢esitli detoksifikasyon prosesleri 6nemli rol oynamaktadir. Mikotoksinlerin
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detoksifikasyonu kontamine Urunlerin ayrilmasi ya da Urunlerdeki toksinlerin fiziksel,
kimyasal ya da biyolojik metotlarla inaktive edilmesi ile gergeklestiriimektedir [134].
Bunun vyanisira, durlnlerin kimyasal yontemlerle detoksifikasyonuna Avrupa
Birligi'nde izin verilmemektedir. Kontamine Urunlerin daha iyi kalitede drunlerle

karistiriimasi islemi de yasaklanmistir [135].

Gida ve Tarim Orgiti'ne (FAO) gére miktoksinlerin toksik ve ekonomik etkilerinin
azaltilmasi igin uygulanacak herhangi bir dekontaminasyon prosesinin asagidaki

ozellikleri tasimasi zorunludur [54, 133, 136]:

* Mikotoksinleri imha etmek, inaktive etmek ya da uzaklastirmak zorundadir;

* Son urunde toksik, karsinojenik, mutajenik kalintilar birakmamalidir;

e Urlinin istenen fiziksel ve duyusal &zelliklerini olumsuz bir sekilde
etkilememelidir;

* Uygun ortam kosullarinda mikotoksin olusumundan kaginmak igin fungal
sporlari ve miselyumlari imha etmelidir;

* Teknik ve ekonomik olarak uygulanabilir olmalidir.

23.21 Mikotoksinlerin Kontamine Uriinlerden Ayrilmasi
Fiziksel ayirma

Miktoksinlerin kimyasal yontemlerle detoksifikasyonu bazi bolgelerde kabul
edilmediginden, kontamine mahsdullerin fiziksel olarak ayrilmasi Ureticiler igin dnemli

bir secenektir.

Ayiklama: Tohum ya da ¢ekirdeklerin nispeten daha kuguk miktarlarinda ¢ogunlukla
mikotoksin kontaminasyonu gergeklestiginden, hasar goérmus, rengi solmus, gozle
gorulur kuf uUremesi igeren mahsullerin siniflandirmasi ya da ayirilmasi onemli

miktarlarda mikotoksinin uzaklastiriimasini saglamaktadir [99, 137].

Mahsdullerin ayrilmasi elle, mekanik olarak ve elektronik metotlar kullanilarak
yapilabilmektedir. Elle ayirm buyukluk, sekil, renk farkliliklari ve gozle gorulur kuf
gelisimi olan hasar gormus mahsullerin secilmesine dayanmaktadir. Elle ayirim
kontamine urunlerin fiziksel ayirimi i¢in en basit yol olsa da, olduk¢ga zaman alicidir
ve ¢ogu durumda uygulanabilir degildir [133]. Bunun yanisira, aflatoksinin uzun
dalga boylu (365 nm) UV 1sig1 altinda parlak yesilimsi floresans verdigi

bilindiginden, misir, pamuk tohumu ve kurutulmus incir gibi Urlnlerde. kontamine
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bolgelerin UV 1g1ginda floresans vermesiyle aflatoksin kismi olarak ayrilabilmektedir
[99, 138].

Kontamine tohumlarin elektronik olarak ayrilmasi kullanigh bir yontem olsa da
ekonomik etkenlerden dolayl buyuk Oolgeklerde endustride kullanimi mumkidn
degildir. Ancak, Amerika Birlesik Devletlerinde, yer fistigi endustrisinde insani
tuketime sunulan Urunlerdeki aflatoksin seviyelerini azaltmak igin elektronik ve elle

ayiklamanin birlikte kullanildigr sistemler kullaniimaktadir.

Yogunluk bazli ayirma: Mahsullerdeki mikotoksin duzeylerini ,6zellikle misir
tanelerindeki aflatoksin miktarini, 6nemli derecede azaltan, bir bagka yontem ise
ylzdirme ve yogunluga gore ayirma iglemidir [139, 140]. Kuf hasarina ugramis,
mikotoksinle kontamine olmus c¢ekirdekler hasar gormemiglere gore farkh fiziksel
Ozelliklere sahiptir ve belirli sivilarda yogunluk ayrimina gore veya 6zel yer gekimi
tablolarinda siniflandirma ile ayrilabilmektedir. Su veya doymus sodyum Kklorit
¢cOzeltisinde batmayan veya yuzen danelerin ayrilmasiyla tahillardaki DON, ZEN ve

aflatoksin seviyelerinin azaltildigi bilinmektedir.

Yikama: Su ve sodyum karbonat ¢ozeltileri ile yikanan danelerde veya misirlarda
DON, ZEN ve fumonisinler gibi Fusarium toksinlerinin azaltildigi ortaya konmustur.
Damitik su ile U¢ kere yilkanan arpa ve misirda DON seviyesinin % 65-59
oranlarinda azaltildigi belirtilmistir [141]. Bu nedenle yikama islemi yas 6gitme
islemi veya etanol fermentasyonu oncesinde kullanigh bir uygulama olsa da, aksi

halde danelerin kurutma maliyeti cok yuksek olabilir.

Ogiitme: Kontamine danelerde o6gJutme sirasinda belirli dane bilesenlerinin
ayrilmasi, toksin seviyelerinde azalmaya sebep olabilmektedir. Tahillarda
mikotoksinin danelerdeki dagilimi  homojen degildir ve kufin endosperme
penetrasyonuna baglidir ancak, 6gutme sirasinda danelerin dig kisimlarinin

ayrildig1 durumlarda elde edilen unda mikotoksin seviyesi azalmaktadir.
Coziiciilerle ekstraksiyon

Birkagc c¢ozucl, yer fistigi tohumu, ¢igit gibi bazi kontamine gidalardan
mikotoksinlerin ekstraksiyonunu gercgeklestirilebilmektedir. Cogunlukla kullanilan
¢ozlculer arasinda % 95’lik etanol, % 90 sulu aseton, sulu izopropanol, % 80
izopropanol, hekzan-metanol, metanol-su, asetonitril-su, hekzan-etanol-su ve

aseton-hekzan-su siralanabilir. Yagli tohum kuspelerinden ¢ozicu ekstraksiyonu ile
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mikotoksinler, toksik yan Urin olusturmadan ve besinsel Ozelliklere veya kaliteye
zarar vermeden etkili bir sekilde uzaklastirlsa da, yuksek maliyet ve toksik
ekstraktin imha edilmesi gibi problemler nedeniyle bu teknigin buyuk Oolcekte
uygulamasi kisitlanmaktadir [64]. Metanol ve etanol gibi bazi polar ¢oézlciler
kontamine urlUnlerde aflatoksinin azaltilmasinda etkili olsalar bile, ek olarak bu
materyallerden katilarin tekrar ekstraksiyonuyla ilgili problemleri vardir. Ornegin, %
80 izopropanol ile ekstraksiyonun c¢igit ve yer fistigindan aflatoksinleri tamamen
uzaklastirdigi, ama bagka kati bilesenleri de % 9.5 oraninda uzaklastirdigi
bildirilmigtir [142].

Adsorpsiyon

Bazi adsorbanlar mikotoksinleri sulu ¢ozeltilerden baglayabilmekte ve
uzaklastirmaktadir [64, 143]. Mikotoksin baglayici ajan olarak tavsiye edilen iki
ajan aktif komur ve bentonittir. Adsorbanin partikul buyudklugu ve 1s1 uygulamasinin

mikotoksinlerin degradasyon seviyelerini etkiledigi bildiriimistir [144].

2.3.2.2 Mikotoksinlerin Kontamine Uriinlerde inaktivasyonu
Fiziksel Metotlar

Miktoksinlerin dekontaminasyonu icin birgok fiziksel strateji uygulanmaktadir.

Bunlar, termal inaktivasyon ve isinlama yontemlerini icermektedir.

Isil islem: Mikotoksinlerin cogu geleneksel gida isleme sicaklik araliklarinda (80-
121°C) nispeten dayaniklidir, bu nedenle kaynatma, kizartma veya pastorizasyon
gibi normal pigsirme sicakliklarinda ya hi¢ degisiklik gerceklesmez ya da ¢ok az
bozunma gergeklesir [73, 145]. Mikotoksinlerin isil igleme duyarhliklari nem
icerigi, pH ve iyonik kuvvet gibi bir ¢ok faktorden etkilenmektedir [144, 146].
Kavurma veya kizartma iglemi 150-200°C araliginda 30 dakikaya kadar
uygulandiginda % 20-60 araliginda azalma go6zlenmistir [73]. Isil iglemle
pargalanma mikotoksin tlrane ve konsantrasyonuna, gida bilsenleriyle mikotoksinin
baglanma miktarina, 1s1 penetrasyonu derecesine, 1sil islem ve suresine baghdir
[64].

Aflatoksinlerin dekompozisyon sicakliklari 237-306°C araliginda degismektedir. Kati
AFB+1 kuru sicakhda termal dekompozisyon sicakhglr olan 237°C’ye kadar

dayanikhdir [146]. Gidalarin nem igeridi arttikga aflatoksinlerin pargalanmasinin
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arttigi goézlenmistir [99]. Yer fistiklarinin 150°C’de 30 dk boyunca kavrulmasiyla
aflatoksinlerde % 30 azalma gozlenirken, islem suresi 90 dakikaya g¢ikarildiginda %
60 azalma elde edilmistir [147]. Bagka bir ¢calismada, 150°C’de 30 dk boyunca
geleneksel kavurma iglemi ile tuzsuz, % 2 ve % 5 tuzlu yer fistiklarindaki AFB;

miktarinda sirasiyla % 38, % 41.5 ve % 47.6 pargalanma elde edilmistir [148].

Isinlama: Daha once de belirtildigi gibi, 1sSinlama depolama sirasinda mikotoksinlerin
hasat sonrasi kontroliunde kullanildigi belirtilmigtir, buna ek olarak x-iginlari ve
gamma isinlarinin  mikotoksinlerin parcalanmasinda kullanimi kapsaml olarak
arastinlmaktadir. Iginlama Uran sicakhgini artirmadan gida kaynakli patojenleri
elimine eden, termal olmayan bir metottur ve 10 kGy’e kadar uygulanan dozlar

toksikolojik agidan tehlike olugturmamaktadir [129].

Gama 1ginlari ile mikotoksinlerin inaktivasyonu 1ginlama dozuna, gida ve mikotoksin
turine baghdir. Buna ek olarak, suyun isinsal bozunumu (radyoliz) aflatoksin
yikimina sebep olan serbest radikal reaksiyonlari baslattigindan, aflatoksinlerin
gama isinlari ile pargalanmasinda su kritik bir rol oynamaktadir [146]. AFB;igeren
yer fistiklarinda 1 ve 10 kGy dozlarinda gama isinlama ile toksisitede % 75 ve %
100 oranlarinda azalma goézlenmistir [64]. Baska bir calismada gama ve elektron
demeti 1sinlamanin A. flavus ile kontamine edilmis Brezilya cevizi Uzerindeki etkisi
incelenmis ve elektron demeti 5 ve 10 kGy dozlarinda AFB duzeyini % 53 ve % 65
oraninda azaltirken, gama isinlarinin ayni dozlarda % 70 ve % 84 azalttigi
gozlenmigtir. Ancak, 5 kGy dozunda iginlama uygulanan orneklerin duyusal
Ozelliklerinin  kabul edilebilir oldugu bildirilmistir [149]. Hayvan yemlerinden
aflatoksin ve okratoksin A detoksifikasyonu Uzerine yapilan bir galismada, 15 kGy
gama isinlamasi sonucunda okratoksin A, AFB1, AFB;, AFG4 ve AFG; toksinlerinde
sirasiyla % 23.9, % 18.2, % 11, % 21.1 ve % 13.6 azalma saglanirken, test edilen
yemlerde okratoksin A ve aflatoksinlerin 15 kGy dozunda bile tamamen ortadan
kaldirilamadigi bildirilmistir [150].

Isinlama Ulkemizde oOzellikle tek kullanimlik medikal alet ekipmanlarin, ilag ve
kaplarinin, saglk bakim Uranlerinin sterilizasyonunda kullaniimaktadir. Kasim
1999'da yayinlanan Gida Iginlama Yonetmeligi dogrultusunda da gidalarin raf
omdarlerinin artirilmasi, patojen mikroorganizmalarin uzaklastiriimasi gibi amaclarla

kullanilmaya baglanmigtir. Ayrica 2003 yilinda Codex Alimentarius, gida
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Isinlamasinda doz sinirlarini kaldirarak teknolojik doz uygulamasini kabul etmis ve
gidalarda absorplanan dozun 10 kGy olarak belirlemistir [151]. Toplam 55 llkede
gida i1sinlamasi igin yasal duzenleme yapilirken, dinyada 180’den fazla Gama
Isinlama Tesisi bulunmaktadir ve bunlardan 70 kadari gida isinlama yetkisi almistir.
Ulkemizde ise sadece iki adet gama isinlama tesisi bulunmaktadir. Bunlardan biri
Cerkezkdy’'de kurulu olan Gamma-Pak Sterilizasyon A.$.’ye ait ticari amacgh Co-60
Gama lIsinlama Tesisi, digeri ise Ankara Saraykoy'de kurulu olan Turkiye Atom
Enerjisi Kurumu’'na (TAEK) ait Co-60 Gama Isinlama Tesisidir. Isinlama isleminin
getirdigi en buayuk kisitlamalar iginlama igleminin kesikli gergeklestiriimesi, prosesin
yukleme ve bosaltma iglemlerinin uzun surmesi, drunlerin ambalajli halde prosese
tabi tutulmasindan dolayr gama isinlarinin penetrasyon kisitlamalari ve tabi ki bu
tesislerin yatirnnm maliyetlerinin oldukga yuksek olmasi ve kalifiye eleman gerekliligi
olarak siralanmaktadir. Bu nedenlerle, Turkiye’de gidalarin yedi alt grupta
Isinlanmasina izin verilse de, var olan tesislerin kapasitelerinin yeterli olmamasi,
tuketicinin proses sonrasi yapilan denetimlerin sikhgi ve yeterliligine givenmemesi
gibi sebeplerle raflarda isinlanmig Urlin olarak genellikle sadece baharatlara

rastlanmaktadir.

Aflatoksinler UV 1sinlarina da duyarlidir ve 222, 265 ve 362 nm dalga boylarinda
maksimum absorbans olusmaktadir. Kontamine sute uygulanan 365 nm’de 20 dk
UV isinlama ile AFM4 miktarinda % 56.2 (1ppb) azalma elde edilmistir [152]. Kuru
incirde 30 dk UV uygulamasiyla AFB1 miktarinda % 45.7 azalmayla sonuglanmigtir
[153].

Kimyasal metotlar

Cok sayida kimyasalin mikotoksinleri azalttigi, parcaladigi veya inaktive ettigi ortaya
konmustur. Bu kimyasallar arasinda asitler (hidroklorik asit), bazlar (amonyak,
sodyum hidroksit), okside edici ajanlar (hidrojen peroksit, ozon), indirgeyici ajanlar
(bisulfit), klorlama ajanlari (sodyum hipoklorit, klorin dioksit) ve formaldehit gibi
muhtelif ajanlar bulunmaktadir [141, 146].

Yukarida belirtilen kimyasal uygulamalarin ¢cogu bir ¢cok gida ve yemde bulunan
mikotoksinleri parcalasa da, pek ¢ok durumda gidalarin besinsel degerlerini Gnemli
Olgude azaltmalari veya toksik Urunler olusturmalar veya istenmeyen etkileri olan

baska Urunler olugturmalari kullanimlarini sinirlamaktadir.
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Okside edici ajanlar: Ozon veya triatomik oksijen (O3) guglu bir oksidandir ve birgok
kimyasal grupla reaksiyona girse de Ozellikle ¢ift baglara karsi etkilidir. Gida
endustrisinde yakin zamanda dezenfektan olarak kabul goéren ozon bir ¢ok
mikroorganizmaya karsi etkili bulunmustur. Ticari uygulamalarda, bir ¢ok Grindn
sanitasyonunda ozon kullanimi arastiriimaktadir. Ozonlama, tehlikeli herhangi bir
kalinti birakmadan kendiliginden oksijene dekompozisyonu sebebiyle guvenli bir
uygulama olarak kabul edilmektedir [48]. Ozon (O3) havadaki oksijen molekdlin
(O2) yikan bir yuksek enerji girigi ile olusmaktadir. Singlet oksijen (O) molekulleri,
ozon olusturmak i¢in ortamdaki uygun O; ile birlesir (3 O, < 2 Os+ 1s1 ve 1sIk). Ticari
olarak ozon olusturmak igin ultraviole 1sinlama veya daha siklikla kuvvetli elektrik
bosalimi (korona bosalimi) metodu kullaniimaktadir. 1900’10 vyillardan beri
cogunlukla su aritmada kullaniimakta olsa da, gida uygulamalarinda ozonun
kullaniminin farkindaligi yeni olusmaktadir. 1997°de bir uzman panelinde, ozonun iyi
uretim uygulamalari kapsaminda kullanildiginda genellikle guvenli kabul edilen
madde (GRAS) oldugu kabul edilmistir [154]. 2001'de ise Amerikan Gida ve ilag
Dairesi (FDA) tarafindan antimikrobiyel gida katkisi olarak kabul edilmistir [155].
Son yillarda, ozon uygulamasinin mikotoksinle kontamine olmus gida Urunlerinde
kullanimi dikkat ¢cekmektedir. Misir [156], yer fistigi [157], fistik [158], kirmizi
biber [159] ve kuru incir [160] gibi bir ¢gok gida Uriniinde ozon uygulamasi ile %
95 oraninda mikotoksinlerin dekontaminasyonu gergeklestiriimigtir. Mikotoksinlerin
farkli kimyasal yapilarina sahip olmasi nedeniyle ozonlama ile ayni grup
mikotoksinlerde bile bilesiklerin reaksiyonlari farklilik géstermektedir. Ornegin, % 2
ozon ile AFB; ve AFG; hizlica degradasyona ugrarken, AFB; ve AFG2'nin
oksidasyona daha dayanikli oldugu ve degradasyonlari i¢in daha yuksek
konsantrasyonda ozon gerektigi bildirilmigtir. Degradasyon hizlarindaki bu fark AFB
ve AFGq‘in yapisinda bulunan ancak AFB; ve AFGy'nin yapisinda bulunmayan C8-
C9 cift bagdan kaynaklandigi disinilmektedir [161]. AFB41 ve AFGq bilesiklerinin

daha toksik oldugu bilindiginden bu sonu¢ oldukga énemlidir.

Ozon gazi depolanamadigindan kullanilacag sirada uretilmelidir. Bu nedenle diger
oksidasyon/ dezenfeksiyon iglemleri ile karsilastirildidinda ozon uygulamalarinin
yuksek yatirm maliyeti gerektirmektedir. Buna ek olarak, ticari olarak buyuk
miktarlarda ozon Uretimi i¢in kullanilan en ekonomik yontem (elektrik bosalimi),

korona bosalimi jeneratdrine gonderilen elektrik gucunin % 75'i 1s1 ve 1gi1ga

30



donustugu icin elektriksel olarak etkili olmayan bir prosestir. Bu nedenle ozon

dretmek igin en buyuk isletim maliyeti elektrik enerjisidir [162].

Su anda mevcut fiziksel veya kimyasal detoksifikasyon metotlarindan hi¢ birinin tek
basina tum gida ve yemlerde kullanimi uygun degildir. Mikotoksinlerin
detoksifikasyonunda kullanilan bir metotun etkinligi gidanin yapisi, nem igerigi,
sicaklik, mikotoksin turd, konsantrasyonu ve gida bilesenleri ile baglanma dereceleri
gibi ¢cevre kosullarina baghdir. Cok sayida kimyasal, mikotoksinlerin
detoksifikasyonunda oldukg¢a etkili olsa da, gidalarin besinsel degerlerinde énemli
degisikliklere sebep olmakta ve uygulanan Urinde istenmeyen duyusal ozelliklerle
birlikte toksik yan UurUnler olusturmaktadirlar. Bu nedenle kullanimlari ciddi bir
sekilde sinirlanmistir ve Avrupa Birligi'nde insani tluketime sunulan Granlerde

kimyasal uygulamalara izin verilmemektedir.
Biyolojik metotlar

Mikotoksinlerle kontamine olmus tarimsal UrUnlerin detoksifikasyonu i¢in mevcut
fiziksel ve kimyasal metotlarin kullanimi gluvenlikle ilgili sorunlar, Grtnlerde besinsel
kalite kayiplari, kisith etkinlik ve maliyet gibi nedenlerle sinirlandinimistir. Bu
sebepler, biyolojik metotlar gibi alternatif stratejilerin arastiriimasina yol agmigtir. Bu
alandaki ilerleme, molekuler biyoloji, genetik muhendisligi ve mikrobiyel genomik
alanlarindaki gelismelerle ve mikrobiyel dinyada var olan olduk¢a genis katabolik

potansiyelin kesfedilmesiyle desteklenmistir [133, 163, 164].

Trichoderma sp. 639, Phoma sp., Rhizopus sp. 668, Rhizopus sp. 720,
Sporotrichum sp. SF, Sporotrichum sp. ADA ve Alternaria sp. gibi kuf tarlerinin
AFB+’i 28°C’de 5 glinde % 65 ile % 99 dlzeylerinde pargaladidi bildirilmistir [113].

Bazi Lactobacillus, Streptococcus ve Bifidobacterium suglarinin  sitte
fermentasyonla OTA ve AFB<’i pargaladigi ortaya konmustur [54, 163]. Topcu vd.
(2010), AFB4 ve patulinin sulu ¢ozeltiden probiyotik kultir olan Enterococcus
faecium M74 ve ticari kultur olan E. faecium EF031 ile detoksifikasyonu Uzerine
yuruttikleri calismada, 48 sa inkibasyon periyodu sonunda M74 susu AFB1i %
30.5 ve patulini % 41.6 azaltirken, EF031 susu sirasiyla % 37.5 ve % 45.3 azalma
saglamistir [165]. Pseudomonas aeruginosa N17-1 susunun aflatoksin
degradasyonu Uzerine etkisi incelendiginde, Nutrient Broth ortaminda 37°C’de 72 sa
inkibasyon sonunda AFB4, AFB, ve AFMy’i sirasiyla % 82.8, % 46.8 ve % 31.9
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azalttigi gozlenmistir [166]. Fermente gidalardan izole edilen Lactobacillus
plantarum suslarinin zearalenon Uzerine etkisi incelenmis ve model ortamlardan
zearalenonun ayrilmasinin surekli ve yavas bir proses oldugu, 48 sa sonunda

yaklasik % 45 azaldid bildirilmistir [167].

Flavobacterium aurantiacum sivi ortamdan ve sut, yer fistigr, misir gibi cesitli
gidalardan herhangi bir toksik yan urin birakmadan AFB+i 6nemli &lgude
uzaklastirabilmektedir [168-170]. Yapilan bir galismada, F. aurantiacum’un NRRL-
B-184 susu fosfat tamponu, yer fistigi ve kirmizi biberden sirasiyla % 19.9-98.9, %
92.6-99.8 ve % 88.7-100 oranlarinda AFBy+’i 48 sa igerisinde uzaklastirmistir [171].
Ancak, bu mikroorganizmanin agik turuncu pigmentasyonu gida ve yem

fermentasyonunda kullanimini sinirlandirmaktadir.

Son zamanlarda mikotoksinlerin toksik etkilerini azaltmak icin bakteri, maya ve
kiflerin ~ kullanimina ilgi artmaktadir. Mikroorganizmalarla mikotoksinlerin
detoksifikasyonu Uzerine yapilan ¢alismalar bugune kadar laboratuvar ortaminda
yurutulse de, F. aurantiacum’un gesitli gida Urunlerinden etkili bir sekilde AFB;
detoksifikasyonu Uzerine veriler elde edilmistir. Ancak agik turuncu renkli

pigmentasyonu gidalarda kullanimini sinirlandirmaktadir.

2.3.3 Gastrointestinal Kanalda Mikotoksin Absorpsiyonunun Engellenmesi

Hayvancilikta mikotokzikosizin engellenmesi Uzerine son zamanlarda getirilen yeni
yaklasimlardan biri de gastrointestinal kanalda mikotoksinleri baglayabilecek ve
biyoyararlanimini azaltabilen, besleyici 0Ozelligi olmayan adsorbanlarin diyete

katilmasidir.

Hayvan yemlerine adsorbanlarin katilmasi, hayvanlari mikotoksinlerden korumanin
en yaygin sekilde uygulanan yoludur. Aktif karbon (AC), hidrate sodyum kalsiyum
aluminosilikat (HSCAS), zeolitler, bentonitler ve belirli killer mikotoksinlere yuksek

affinite gdsteren ve en ¢ok caligilan adsorbanlardir [172, 173].

Adsorban materyallerin mikotoksin baglama basarisinda adsorbanin fiziksel yapisi,
dozu, toplam yuku ve yuk dagilimi, por buyukligu ve yuzey alani oldugu gibi
mikotoksinin fizikokimyasal 6zellikleri de 6nemli rol oynamaktadir. Aflatoksinler gibi
polar fonksiyonel gruplar igceren mikotoksinler, montmorillonit (aktif kil) ve zeolit-

klinoptolit gibi bir ¢cok etkili adsorban tarafindan baglanabilmektedir. Ancak, ZEN ve
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OTA gibi apolar mikotoksinler negatif yuklu hidrofilik yluzeye sahip bu modifiye

edilmemis mineraller tarafindan adsorplanamamaktadir [174].

AC, yiiksek yiizey/kiitle oranina sahip (500-3500 m?/g), toksik olmayan ve en etkili
sorbentlerden biri olarak tanimlanmaktadir [173]. Su ve model gastrointestinal
sivisi icerisinde AC ve HSCAS'In baglamasinin neredeyse % 100 oldugu
bildirilmigtir. Yapilan bir ¢calismada, AC’nin adsorpsiyon kapasitesini OTA igin %
0.80-99.8 ve DON igin % 1.83-98.93 araliklarinda belirlemiglerdir [175].

Dogal zeolitten elde edilen HSCAS, aflatoksinlere karsi yuksek affinite gostermesi
sebebiyle en ¢ok arastirilan adsorbandir. Yapilan bir arastirmada, AC ve HSCAS'In
AFB{in yemlerden sute tasinmasini % 50 ve % 36 oranlarinda azalttig

dogrulanmistir [176].

Son yillarda, tuketilen gidalarda absorpsiyonun gastrointestinal kanaldaki
mikroorganizmalar tarafindan inhibe edilebileceg@i hipotezi Uzerine ilgi artmaktadir.
Bazi arastirmacilar, laktik asit bakterileri ve bifidobakterilerin bazi suslarinin
aflatoksinler etkili bir sekilde baglayabildigini gostermigtir. Bu mikroorganizmalarin
aflatoksinleri baglama mekanizmasi tam aciklanamasa da,
mutajenlerin/karsinojenlerin ince bagirsakta absorpsiyonunu bakteriyel baglama ile
azalttigr one surulmektedir. AFB<’in laktik asit bakterileri tarafindan baglanmasinin,
bakteri hucre duvari yapisi ile iligkili olan fiziksel bir olay oldugu belirtiimektedir
[177-180].

AC ve HSCAS, aluminosilikat, zeolit ve bentonitin hayvan yemlerinde
aflatoksikozisin engellemek icin kullanimi ortaya konulsa da, gelecekte in vivo
arastirmalarin  diger problem olusturan mikotoksinler Uzerine yonelmesi
gerekmektedir. Laktik asit bakterileri ve bifidobakterilerinin AFB+’i bagladigi
bildirilmistir, ancak acgik bir sekilde baglanma mekanizmasini ve baglanan toksin
molekullerinin serbest kalmasini saglayacak kosullari ortaya koyacak mekanik

calismalarin yuritilmesi gerekmektedir [181].

24 Plazma

241 Plazmanin Tanimi

Fizik biliminde plazma kati, sivi ve gazdan sonra maddenin dorduncu hali olarak
tanimlanirken, tip ve biyoloji alanlarinda plazma, kanin nonseluler sivi kismi olarak

bilinmektedir [182, 183]. Irving Langmuir 1928’de kuvvetlice iyonize olmus gaz
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kompozisyonu kan plazmasini ¢agristirdigi igin plazma terimini ortaya koymustur
[184].

Genel olarak plazma, yuksek sicaklikta kuvvetli elektrik veya magnetik alanlarin
etkisi ile olugur. Guglu bir elektriksel bosalim da plazma olusturabilir. Plazma
ortaminda enerji kazanan serbest elektronlar, ortamdaki diger atomlar ve
molekullere ¢arparak enerijilerini transfer ederler. Bunlarin da birbirleriyle reaksiyona
girmeleri sonucu ortamda c¢ok degdisik tur ve sayida yeni molekuller, atomlar,
radikaller, iyonlar, vb. olusur. Plazmalar farkl konsantrasyonlarda ktug¢uk molekullu
reaktif atomlar, iyonlar ve molekuller igeren ve infrared, gorinur ve ultraviolet 151k
dahil bir ka¢ gesit elektormanyetik radyasyon yayan, notr bir gaza enerji vererek

olusturulan uyarilmig iyonize gazlardan olugsmaktadir.

Farkli hallerde bulunabilen plazma, bir¢ok sekilde siniflandirilabilir. Gorinen evrenin
% 99'undan daha fazlasi plazma fazindadir ve gunes, yildizlar, gines ruzgari ve
Dunya’da da iyi bilinen simgsek ve aurora borealis’l icermektedir. Temel olarak
plazma iki ana baglik altinda incelenebilir: denge (equilibrium) ve dengede olmayan
(non-equilibrium) plazmalar. Bir bagka siniflandirmada ise plazmalar kendi
icerisinde elektronlar, iyonlar ve noétrallerin sicakligina bagh olarak termal ve termal
olmayan (soguk) plazmalar olarak siniflandiriimaktadir [183, 185, 186]. Denge
plazmalari termodinamik olarak denge halindedirler ve plazmada olusan elektronlar
ve iyonlar yaklagik olarak ayni sicaklik ve enerjiye sahiptirler (Tiyon =Ttoptam =T elektron)-
Carpisma frekansi yuksektir ve farkli partikal tdrlerinin  termodinamik denge
sicakhidina termalizasyonunu saglayarak elektronlarin enerji kaybetmesine izin
verir. Bu plazmalarin sicakliklari genellikle 10* K dolaylarindadir ve % 100’e yakin
yuksek iyonlagsma derecelerine (iyon sayisi / toplam plazma turleri) sahiptirler.
Bunun aksine, termodinamik dengede olmayan plazma halinde elektronlar ve
iyonlar farkli sicakliklardadir. Elektron sicakliklari 10* K dolaylarinda olsa da, iyonlar
ve notraller oda sicakligina yakin sicakliklardadir. Kuatledeki fark c¢ok buyuk
oldugundan, elektronlar binlerce ve hatta on binlerce dereceye kadar ciksa da
plazmanin butini oda sicakligi seviyesinde kalmaktadir. Termal olmayan
plazmalarin bilesimi ve sicakhgdi ¢ok cesitli parametrelerle (enerji girisi, gu¢, gaz
turd, gaz basinci, vd.) ayarlanabilmektedir. Bu termal olmayan plazmalar dusuk
iyonlasma derecelerine sahiptirler. Kompleks plazma kimyasi elektronlar tarafindan

yuratilmektedir. Plazmanin devamliligi i¢in gerekli olan iyonlagmay yuruturler ve
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atomik/molekuler uyariimadan, disosiyasyon, radikal ve metastabil molekullerden
sorumludurlar. Sonug, c¢evresindeki materyallere termal zarar vermeden guvenle
kullanilabilen aktif gaza benzer ortamdir. Pek ¢ok durumda, teknik uygulamalar igin
soguk plazmalar nétr bir gaz ya da gaz karisimina bir elektrik alan uygulayarak
olusturulmaktadir [187, 188].

2.4.2 Plazmanin Uygulama Alanlari

20. yuz yilin sonlarinda, dusuk sicaklik plazmalari gok genis bir yelpazede teknolojik
uygulamalarda ortaya konmustur. En dnemli alanlar arasinda dusuk enerijili ampdl,
polimer materyallerin On islemleri- 6rnegin; boyama ve baglanma, ambalaj
materyallerinin gelistiriimesi, yuzey modifikasyonlari, atik ve hava kirliligi yonetimi,

mikroelektronikler, gosterde panelleri, vd. yer almaktadir (Sekil 2.5.) [189-192].

Cevre

Enformasyon Teknolojileri Biyomedikal

Teknolojisi Teknolojisi

Makine
Muhendisligi

Tekstil

Endustrisi

Kimya, Otomotiv
Yeni materyaller Endustrisi
Ambalaj Baski
Teknolojisi

Endustrisi

Optik

Bilimi

Isik

Elektronik
Muhendisligi

Kaynaklari

Sekil 2.4. Plazma teknolojisi- endustriyel uygulama alanlari

Plazma uygulamalari ile materyallerin g¢esitli kimyasal-reaksiyon temelinde
etkilesimleri enerji girisi, basing, calisma gaz kompozisyonu, primer madde
eklenmesi, vb. gibi birka¢ plazma parametresine ve bununla birlikte substratin
yapisina bagh olarak gelistirilebilmektedir. Bu etkilesimler asindirma (etching), ince
film birikimi (deposition), kimyasal ve/veya fiziksel yuzey modifikasyonu, aktivasyon
ya da iglevsellestirme (Sekil 2.6.) gibi temel prosesler olup, yuzeylerin, medikal
uygulamalar igin tasarlanan materyaller veya cihazlarin iglenmesi de dahil bir ¢ok

endustriyel uygulamalarda kullanilan temel proseslerdir [192]. 1960’larin sonunda
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plazmalar biyolojik sistemlerle direkt kontakt halinde olacak materyallerin
biyouyumluluk ve biyofonksiyonelliklerini gelistirmek igin uygulanmistir [191].
Medikal materyaller veya aletler, medikal implantlar, kateterler, canli doku ile kisa
sureli ya da kalici olarak direkt temas halinde olan ve kanin temizlenmesinde
kullanilan materyallerden, hicre kultivasyonu i¢in  kullanilan laboratuvar
malzemeleri, doku muhendisliginde kullanilan tegshis arag-gerecglerine kadar
degismektedir. Bu malzemelerin gogu sentetik polimerlerden yapildigindan, dasuk
sicaklik plazmalari bu uygulamalar igin tercih edilmektedir. Plazma prosesinin en
onemli avantajlarindan biri materyalin yigin (bulk) 6zelliklerininin etkilenmeden tim

modifikasyonlarin sadece yuzey ile sinirh kalmasidir. Plazma prosesi sonunda

agindirma temizleme ince film birikimi aktivasyon modifikasyon/
(etching) iglevsellestirme

tamamen farkl 6zelliklere sahip yeni yuzeyler elde edilmektedir.

Sekil 2.5. Materyal yuzeyi ile plazma-kimyasal interaksiyonlarinin temel turleri

Bugune kadar bir ¢cok plazma bazli ylizey uygulama teknikleri gelistirilmis ve bir kagi
ticarilestirilmistir. Bu uygulama teknikleri arasinda plazma sputtering ve asindirma,
plazma puskurtme, plazma birikimi, plazma polimerizasyonu ve daha bir gogu
siralanabilir. Bu prosesler ve teknikler hem dusuk basing hem de atmosferik basing
plazmalarinda gergeklestirilebilir. Vakum ¢emberlerinde olusturulan homojen dusuk
basin¢g plazmalarinin avantaji plazma ategleme kosullarinin atmosferik basing
kosullarina gbre daha kontrol edilebilir ve tekrarlanabilir olmasidir. Bu avantajlari,
vakum gereksinimi ve kesikli proses kisitlamasi gibi dusik basing plazmanin

kullaniminin uygulamada getirdigi zorluklari az da olsa telafi etmektedir.

Atmosferik basin¢g plazmalarda, ek olarak bir vakum ekipmanina ihtiyag
duyulmamasi yuzeylere termal olmayan plazma uygulamasini surekli proseslerde
de mumkun kilmistir. Ancak, dusuk basin¢ plazmalarda genel olarak homojen bir
plazma elde edilirken, atmosferik basin¢g plazmanin en buyuk dezavantaj
plazmanin aktivitesinin olduk¢a lokalize olmasidir. Bu nedenle, daha buyuk

yuzeylere plazma uygulamasi plazma kaynagina ve uygulama parametrelerine
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fazlasiyla baghdir. Diger taraftan atmosferik basing plazmalarin uygulamalarinin
lokalize olmasinin avantaji ise puruzli yuzeyler, kateterlerin i¢ kisimlari gibi

ulasiimasi zor bolgelere kolaylikla plazma uygulanabilir olmasidir [193-196].

Materyal yuzeylerinin plazma ile modifikasyonlari yuzey morfolojisi ve teksturdeki
degisimlerden fiziksel ve/veya kimyasal olarak 6zel tasarlanmis yuzey oOzelliklerine
kadar farkhlik gosterebilmektedir. Bunlar yuzey islanabilirliginin artirlmasi, yuzeyin
farkli kimyasal gruplarla fonksiyonellik kazandiriimasi, amfoterik ya da bakteri,
hicre veya protein gibi organik maddeleri tutmayan ylzey Ozellikleri kazandiriimasi
olarak siralanabilir [197-202].

2.4.3 Plazma ile Dekontaminasyon / Sterilizasyon

Plazma uygulamalarinin baska onemli bir alani da plazmalarin sterilizasyon veya
biyodekontaminasyon amaciyla kullaniimasidir. Endustride (6zellikle medikal
alanda) cam ve ¢elik malzemelerin yerini polimerik materyallerin almasiyla sicakliga
dayanmayan sterilizasyon prosedurlerine ihtiyag duyulmaya baglanmistir. Ylizey
sterilizasyonu amaciyla kullanilan geleneksel metotlarin, kuru sicak hava (Pastor
firni), nemli basin¢l hava (otoklav) veya etilen oksit, formaldehit ve gluteraldehit
gibi kimyasallar, iyonize radyasyon, bazi buyuk dezavantajlari vardir: (a) yuksek
proses sicakliklari (istya duyarli malzemelerin sterilizasyonunu imkansiz kilar); (b)
toksik kimyasallarin kullanimi; ve (c) uzun proses sureleri (etilen oksit
sterilizasyonunda yaklasik 12 sa) (d) yuksek yatirirm maliyetleri (e) her malzemeye
uygun olmamasi [203-206]. Geleneksel sterilizasyon yontemlerinin  bu
kisittamalari alternatif olabilecek termal olmayan metotlarin gelistiriimesini motive
etmistir. Termal olmayan plazmalar toksik olmayan gazlarin kullanimi ile 1liml
sicakliklarda olusturulabilir ve boylece malzemede olusabilecek termal ve kimyasal
hasarlar kisitlanmaktadir [207, 208]. Ayrica bu plazmalar bir kag saniye igerisinde
etkili dezenfeksiyon ve sterilizasyon saglayabilmektedir [ 183]. Bakteriler Gizerindeki
oldurucu etkilerine ek olarak, termal olmayan plazmalar sterilize edilen yuzeyden

6l mikroorganizmalari da uzaklastirabilmektedir [209].

Bir ¢ok calismada duslk basing plazmalarin mikroorganizmalari, virusleri ve
hatta pirojen veya prionlar gibi organik maddeleri inaktive ettigi ya da uzaklastirdigi
kanittamistir [203, 204, 210-214]. Ayrica bir ka¢ galismada, disik basing

plazma sistemi kullanilarak farkl gida érnekleri Gzerinde Aspergillus spp. sporlarinin
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dekontaminasyonu saglanmigstir. Findik ornekleri Uzerinde A. parasiticus sporlarinin
inaktivasyonu igin dusuk basing soguk plazma sisteminde sulfir hekzaflorit (SFe)
gazi ve hava kullaniimistir [215]. Ancak, plazma islemi ¢ok etkili olamamistir, A.
parasiticus sporlarinda 5 dk hava ve 20 dk SFg plazmasi sonrasi sirasiyla sadece 2
log ve 5 log birimlik indirgenme saglanabilmistir. Benzer bir ¢alisma tohumlarda
Aspergillus spp.ve Penicillum spp. Uzerinde gergeklestiriimis ve 15 dk SFg plazmasi
sonrasi her iki tirde de 3 log birimlik indirgenme saglanmistir [216]. Disik basing
plazmasi ile oksijen ve argon kullanilarak 30 dk sonunda sellloz asetat membranlar
yuzeyinde Aspergillus brasiliensis konsantrasyonunda 3.45 log birimlik indirgenme
saglanirken, 150 W-5 dk, 300 W — 1dk ve 400 W- 15 s plazma uygulamalarinda
argon ve oksijen karisimi kullanilarak 5.4 log indirgenme elde edilmigtir. Buna
karsin, dogal olarak kuf ile kontamine olmus fistiklarda 300 W- 1 dk argon-oksijen
karisimi kullanilarak olusturulan dusik basing plazmasi ile 2 log indirgenme elde

edilmis ve plazmanin etkinliginin ptruzll yiuzeylerde azaldigi belirtiimistir [217].

1990’larda atmosferik basing plazmalarin gelistiriimesiyle yeni bir donem acilmigtir
[193-196]. Bu gelisim atmosferik basing plazma sterilizasyonu ve
biyodekontaminasyonu arastirma alanlarinin énand agmigtir. Atmosferik basingta
termal olmayan genel plazma Uretim kaynaklari plazma jetleri, dielektrik bariyer
bosalim plazmalari (DBD), korona bosalim plazmalari ve mikrodalga bosalim

plazmalaridir.

Termal olmayan atmosferik basing plazma jetleri (ABPJ) tipik olarak radyofrekans
araliginda olusturulan kuguk boyutlarda “plazma alevi” Uretmektedirler. Plazma
jetleri genel olarak iki elektrottan olugssa da (igne elektrot ve halka elektrot) tek
elektrotlu konfigurasyonlar da mevcuttur (igne elektrot ve asil topraklanmig elektrot).
Elektrot araligi genellikle mm araligindadir ve proses gazi (genellikle asil gazlar)
100 V civarlarinda voltajlarla ateslenmektedir. Plazma jetlerinin en 0Onemli
avantajlari kacuk boyutlarda olmasi, ¢ogunlukla lokalize olduklarindan, plazma
uygulanacak hedef noktaya ¢ok iyi odaklanabilmeleri ve dar araliklara dahi ¢ok iyi

penetre olabilmelidir [218].

Batin plazma kaynaklari direkt modda oldugu gibi indirekt modda da
cahistinllabilmektedir. Plazmanin direkt uygulamasi genellikle ¢gok kisa émru olan ve
milisaniyeler igerisinde sonumlenen daha g¢ok cesitlilikte reaktif turler igerir. Ayrica,

asindirma ve birikim gibi ylzey-plazma interaksiyonlari da olusabilir.  Indirekt
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plazmalar ise genellikle ayri bir reaktorde olusturulur ve sadece nitrik oksit, ozon
gibi daha uzun sure dayanan reaktif turleri iceren “plazma egzozu” ornekle temas
eder. Bu plazmalarin avantaji daha yuksek iyonlasma enerjileri uygulanabilir ve bu
da daha yuksek iyonlasmaya ve daha sicak ve reaktif bir plazma olusumuna yol
acar [219].

Bugune kadar bir ka¢ arastirma grubu sterilizasyon ve biyodekontaminasyonun
farkli uygulamalarinda atmosferik basing plazma kaynaklarinin antimikrobiyel
etkileri ve optimizasyonu igin galismaktadir [182, 220-226]. Ozellikle sterilizasyon
ve biyodekontaminasyon amaciyla kullanildiklarinda atmosferik basing plazmalar
homojen olmayan geometriye sahip malzemeler igin (6rnegin; endoskop ya da
kateterlerde geleneksel sterilizasyon yontemlerinin etkisi sinirlidir) ¢ok iyi sonuglar
vermektedirler [227, 228].

Atmosferik basing plazma teknolojisinin en buylk avantajlarindan biri sonunda
mikrobiyolojik agidan guvenli Grunler elde edilebilen sirekli Gretim proseslerine
entegre edilebilmesidir. Ancak, bu sterilizasyona yeni bir bakig acgisi getiriimesini
gerektirebilir, son Urlne tek bir uygulamadan ziyade, tim uretim prosesini kapsayan

ve prosesin farkli basamaklarina entegre edilebilen bir sistem olarak dugunulmelidir.

Atmosferik basingta olusturulan termal olmayan plazmalar elektronlar, atomlar ve
molekullerin ¢arpigsmalari sonucu uretilen ¢ok cesitli reaktif tirleri icermektedir. Bu
nedenle, serbest yuk tasiyicilari bir elektrik ya da elektromagnetik alan uygulamasi
ile hizlandirillarak elastik ve elastik olmayan garpismalara yol agmaktadirlar. Elastik
carpismalarina, transfer edilen enerji fraksiyonunun ¢ok kiguk oldugu kinetik
enerjinin yeniden dagitimasi da eslik etmektedir. Aksine, elastik olmayan
carpismalar 15 eV’a kadar enerji transferini icermekte ve iyonlasma, uyariima ve
disosiyasyona yol agmaktadir. Iyonlari ve nétralleri iceren reaksiyonlar da yuk
degisimlerine ya da oligomerizasyona yol agmaktadirlar. Bunun sonucunda, reaktif
oksijen turleri, (ROS; 6rn. atomik oksijen (O), ozon (O3), hidroksil radikali (OH¢)) ve
reaktif nitrojen turlerinin (RNS; orn. N2, NO, NOg, nitrik oksit radikali (NO®)), yuklu
pargaciklar, elektronlarin yanisira dnemli inaktivasyon ajanlari olarak kabul edilen
UV-A ve UV-B radyasyon kaynagi oldugu ve plazmanin baslattigi oksidatif stresin
hiicre zarari ve 6limine sebep oldugu bilinmektedir [182, 192, 218, 220, 229].

Plazmada bulunan her bir bilesik ayri ayri mikroorganizmalari inaktive

39



edebilmektedir, ancak es zamanh olarak hareket ederek bakterisidal etkilerini
sinerjetik olarak artirabilmektedirler. Elektronlar iyonlasmayi baglattiklarindan,
uyarma frekansi, gaz akisi ve basing gibi parametreler elektron yogunlugunu ve

sicakligi ve dolayisiyla reaktif tiirlerin konsantrasyonunu belirlemektedir [230].

Bu aktif tarler, hiucreler arasi DNA kirilmasindan protein dejenerasyonuna, dis
membran oksitlenmesine kadar birgok biyolojik reaksiyondan sorumludur [203,
231]. Atomik oksijen ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tirleri ¢ok yiksek
reaktivitelerinden dolayi neredeyse tum hucre bilegenleri ile reaksiyona girebilirler.
Ozellikle atomik oksijen hidrojenle reaksiyona giren ve asindirma prosesinde ve

proteinlerin oksidasyonunda yer alan ¢ok guigli bir oksidasyon ajanidir [218].

Genel olarak plazma aktif tarleri penetrasyon oOzellikleri kisith oldugundan
substratlarin sadece yuzeyine etki etmekte ve mikrobiyel indirgenme dig ylzey ile
sinirlh kalmaktadir. Buna karsilik yigin oOzellikleri etkilenmemektedir. Ek olarak,
plazma uygulamasindaki inaktivasyon mekanizmalarinin birden ¢ok olmasi tek bir
inaktivasyon mekanizmasi uygulanmasi durumunda zamanla ortaya cikabilecek

bakteriyel direnci etkisiz hale getirmektedir [232].

Bugulnlerde, atmosferik basingta calisan c¢ok sayida farkli plazma kaynaklari
arastirma amagcl kullaniimaktadir. Genel kurulum (6rnegin: plazma jet veya DBD;
direkt veya indirekt), kullanilan proses gazi, uyariima sekli ve gaz akis hizi gibi
Ozelliklerle birbirinden ayrilmaktadirlar. Bu Ozellikler farkli karakterlerde plazma
olusumuna yol agmaktadirlar; 6rnegin, sicaklik, iyonlasma derecesi, elektron
yogunlugu, elektron sicakhgi, ROS ve RNS konsantrasyonu, UV-A, UV-B ve UV-C
olusumu, vb. Bu o0ozellikler plazmanin inaktivasyon etkisini blyuk &l¢ide
etkilemektedir. Ayrica, plazma kaynaginin oOzellikleri verilirken, olusturulan
plazmaninn spesifik karakterlerini olabildigince dogru ifade etmek buylk 6nem

tasimaktadir.

Son yillarda, plazmanin potansiyel uygulamalari Uzerine yapilan calismalar gida
muhendisligi ve gida igleme alanlarinda ilgi cekmeye baglamistir. Ozellikle oda
sicakhidina yakin seviyelerde plazma olugsumuna izin veren termal olmayan yeni
plazma kaynaklarinin geligtiriimesi isiya duyarl gida yuzeyleri i¢cin uygun olabilecegi
dusunulmektedir. Plazma kaynagi, plazma besleme gazi ve uygulama modlari

inaktivasyon derecesini oldukga etkilemektedir. Shama vd. (2012) domuz
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pastirmasi, domuz eti, jambon, elma, kavun, mango, kabak, peynir, yumurta ve
findik  Orneklerine  uygulanan islemlerin  bildirildigi, gidalarin  plazma
dekontaminasyonu Uizerine bir 6zet yayinlamistir [232]. Buna ek olarak, yakin
zamanda yapilan plazma dekontaminasyon caligmalari arasinda misir salatasi
[233], taze meyve ve sebzeler [234], karabiber taneleri [235] ile otlar ve
baharatlar [236] siralanabilir. Ayrica, bademler Uzerinde Escherichia coli [214],
peynir ve jambon Uzerinde Listeria monocytogenes [237], elma suyunda gida
zehirlenmesi vakalarinin % 90’indan sorumlu ve buzdolabi sicakliginda ve olumsuz
kogullarda bile canliligini uzun sure surdurebilen enterohemorojenik E. coli

0157:H7 [238] plazma ile basarili bir sekilde inaktive edilmistir.

Ozellikle toksijenik kiifler tzerinde plazmanin etkisinin incelendigi calismalar
sinirhidir. Herceg vd. (2014) Aspergillus ochraceus uUzerinde tek elektrotlu atmosferik
plasma jeti ile 25 kHz'de 5 dk argon plazmasi uygulayarak 3.42 log azalma
saglamiglardir [239]. Baska bir gcalismada ise A. flavus ile kontamine edilmis
kirmizi pul biberlerde 900 W atmosferik azot plazmasi sonrasi sadece 2.5 log
spor/g indirgenme elde edilmistir [240]. Suhem vd. (2013), tahilli atistirmaliklar
uzerinde A. flavus sayimlarinda 3.03 log kob/g azalmayi 5 dk atmosferik argon

plazmasi uygulayarak saglamiglardir [241].

2.5 Akigkan Yatak Reaktorler

Belirli boyuttaki kati partikulleri, gaz veya sivi bir akigkan yardimi ile, akigkan 6zelligi
kazandirma islemine akiskanlastirma adi verilmektedir. Bir kolon ya da reaktor
icerisindeki kati partikdllerin bulundugu ortama dagitici gorevi goren delikli plakanin
Uzerinden akigkan (basingli gaz) gonderilir. Dagitici elek adi da verilen bu plaka
uzerinde akigkanin ortama homojen bir sekilde dagilmasini saglayan ¢ok sayida
aciklik bulunmaktadir. Bu agikliklarin gaplari, tanecikleri gegirmeyecek kadar kiguk
ve gazin gegisini engelleyeci bir basing dustusune sebep olmayacak kadar da buyuk
olmahdir. Dagitici elekten gegen gaz, yatak boyunca ilerleyerek, yer ¢cekimine karsi
partiktllere kuvvet uygular. Baslangicta, gaz kati partikillerin arasindaki
bosluklardan gegerek yukselirken partikiuller icerisinde herhangi bir hareket
gozlenmez. Bagka bir deyigle, yatagi olusturan kati partikillerin agirligindan dolay:
olusan toplam yer gekimi, reaktore verilen gaz hizinin sagladigi itici kuvvete esit
oluncaya kadar, bu sisteme sabit yatak adi verilmektedir. Gaz hizinin artiriimasiyla,

bir noktada, gazin partikullere uyguladigi kaldirma kuvveti, partikillerin olusturdugu
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yer ¢ekimi kuvvetine esit hale gelir, akigkanlasmanin baslangici noktasina gelir ve
partiktller havada asili kalirlar. Buradaki gazin hizina, “minimum akigkanlastirma
hizi” adi verilmektedir. Gaz hizi artirildiginda, kati partikuller de hareketlenerek bir
akiskan goérunumu kazanmaktadirlar. Bu sisteme akiskan yatak adi verilmektedir.

Farkl akiskan yatak tarleri Sekil 2.7.’de gosterilmigtir.

Sabit yatak Minimum akiskanlagma Duzgun akiskanlagsma Baloncuklu akigskanlasma

Gaz Gaz Gaz Gaz
(disiik hiz)

Sekil 2.6. Akiskan yatak turleri

Gaz hizi artinlmaya devam ettigi durumda, dnce kiguk daha sonra buyuk partikuller
yataktan digariya taginir. Kati partikullerin disari taginmaya basladigi hiza, “terminal
hiz” adi verilmektedir. Yatak, terminal hizin Uzerinde tasima sistemi olarak
kullanilabilmektedir. Bunun disindaki durumlarda, akigskan yatak minimum

akiskanlastirma hizi ile terminal hiz arasinda g¢alistiriimaktadir.

lyi akiskanlasmis bir yatak pek gok bakimdan surekli karistirmali reaktor 6zelliklerini
gOsterebilmektedir. Herhangi bir kati partikalin, reaktoran herhangi bir yerinde olma
ihtimali esittir. Sistem icerisinde buyuk sicaklik farkliliklarinin olusmamasi, gaz ve
partiktllerin ¢ok iyi temas halinde olmasindan dolayi isi ve kutle transferinin hizli
olmasi, gaz ve partikullerin birlikte akiskan 6zelligi gostermelerinden dolay! sistemin
fiziksel ve dinamik 6zelliklerinin proses suresince kontrol edilebilmesi gibi avantajlar
berberinde getirmektedir. Bu Ozelliklerinden dolay! akigkan yatak sistemleri kimya
endustrisinde 6nemli bir yer tutmaktadirlar. Uygulama alanlari arasinda tasima,
adsorpsiyon, piroliz, kurutma, 1si transferi, siniflandirma, ylzey kaplama, sentez

reaksiyonlari yuratme, kalsinasyon, gazlastirma, yanma ve klinker yapma
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siralanabilir.

Gida alaninda akigskan yatak sistemlerinin kullanimi daha ¢ok kurutma prosesi
Uzerinde yogunlasmaktadir. Yapilan c¢alismalarda, Ozellikle tanecikli tarim
artnlerinin (findik, misir, bugday, vb.) akiskan yatak sistemlerde kurutma etkinligi
incelenmistir [242-245].

Plazma teknolojisi entegre edilerek tasarlanan akiskan yatak plazma reaktorleri ise
genel olarak partikal boyutu partikil boyutu 300 um’den kugik toz halindeki
materyallerin film depozisyonu amaciyla kullaniimigtir. Yuksek molekul agirhikl
polietilen toz partikillerine atmosferik basing akiskan yatak sistemde plazma
uygulamasi [246]; polietilen (60 um), polipropilen (90 um) ve poliamid (60 um)
partiktllerinin atmosferik basing akiskan yatak plazma reaktorinde hava
kullanilarak fonksiyonellestiriimesi [247], polistiren boncuk (207 wm) ylzeylerinin
akiskan yatak reaktdrde akrilik asidin plazma polimerizasyonu ile stabilitesinin
artirlmasi [248], polistiren partikillerin (250 um) laboratuvar 6lgekli akigskan yatak
plazma sistemlerinde kaplanmasi [249], cam boncuk yiizeyine (125 um) akiskan
yatak reaktorde mikrodalga plazmasi ile silikon oksit kaplamasi [250], silika jel
partikilerine (100 um) akigkan yatak reaktor plazma sisteminde kimyasal buhar
birikim yontemi ile TiO, filmleri ile kaplanmasi [251], akigkan yatak mikrodalga
plazma reaktoru ile gumus oksit ve gumus nitratin buharlastirimasiyla gumus
nanopartiklllerin (3-50 nm) hazirlanmasi [252], duslik basing akiskan yatak
plazma sisteminde dusuk yogunluklu polietilen partikallerinin (350 um) azot ve
amonyak ile yizey modifikasyonu [253], hekzametildisiioksan monomeri
kullanilarak, nikel oksit manyetik nanopartikillerinin (10-100 nm) atmosferik plazma
akiskan yatak sisteminde ylzey modifikasyonu [254] vyapilan c¢alismalar

arasindadir.

Akigskan yatak plazma sistemlerinin gidalarda uygulamalarina bakildiginda,
bugdaylarin ylzeyinde Bacillus amyloliquefaciens endosporlarinin dusuk basing
akiskan yatak plazma sistemiyle inaktivasyonu bugine kadar yapilan tek ¢alismadir
[255]. Ancak, disiik basing sisteminin getirdigi en blylk dezavantaj sistemde
vakumun saglanmasi ve gaz giderme iglemleri nedeniyle proses suresi oldukca
uzamaktadir. Bu ¢calismada da etkili plazma uygulama suresi 73.5 s olsa da, toplam

proses suresi 111.1 dk olarak belirtilmistir.
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3 MATERYAL ve YONTEM

3.1  Model Gida Ornekleri

Calisma kapsaminda kavrulmamis i¢ kabuklu findik ve yemlik misir model gida
ornekleri olarak secilmistir. Findik drnekleri ortalama 9-11 mm ¢apinda, 0.59+0.07 g
agiriginda ve 0.97+0.06 g/cm?® yogunlugunda olup, Karadeniz bélgesindeki yerel bir
ureticiden temin edilmigtir. Misir ornekleri ise ortalama 8-10 mm c¢apinda ve
0.3240.07 g agiriginda ve 1.12+0.03 g/cm® yogunlugunda olup i¢ Anadolu
bolgesindeki bir yem tedarikgisinden temin edilmistir. Ornekler 4°C‘de muhafaza

edilmistir.

3.2 Saf Kuf Kultiirlerinin Temini ve Gelistirilmesi

Potansiyel aflatoksin Greten kuf suslarindan Aspergillus flavus (327) ve Aspergillus
parasiticus (1041) TUBITAK MAM Kuf Kltir Koleksiyonundan yatik vasatta temin
edilmigtir. A. flavus sugu findik orneginden (Adapazari) izole edilmis ve urettigi
toksinler aflatoksin B1 ve aflatoksin B, iken, A. parasiticus susu da findik érneginden
(Giresun) izole edilmis ve Urettigi toksinler aflatoksin B4, aflatoksin B, ve aflatoksin
G1 olarak Dbildirilmigtir. Bu saf kdltirlerden 6nce Yeast Extract Glucose
Chloramphenicol (YGC) agar (Merck KGaA, Almanya) plakalarina surme yapilmis
ve burada saf oldugu goruldukten sonra, tek koloniden yeniden ¢ok sayida YGC
agar yatik vasatlarina surme ve YGC agar plakalarina ¢ nokta ekim teknigi ile
deneylerde kullaniimak Uzere kultarler hazirlanmigtir. TUpler tekrar kullanilana
kadar buzdolabi sicakliginda (4°C) stoklanarak muhafaza edilmistir. Kalturlerin

kurumamasi ve canli kalmasi amaciyla her 2 ayda tekrar pasaj yapilmistir.

3.3 Gida Orneklerininin Kiif Sporlari ile Kontaminasyon Yéntemleri

A. flavus ve A. parasiticus kuflerinden spor solisyonu eldesi ve model ylzeye
inokulasyonu igin 2 farkli yontem kullaniimistir. Model gida 6rneklerinin ylzeyine kuf
sporlarinin  kontaminasyon yonteminin belirlenmesinde 6n denemelerde cam
boncuklar (dp: 5 mm) kullanilmistir. Spor sayiminda hem kulturel (YGC agar yuzeye
yayma (100 uL)) hem de mikroskobik sayim (Thoma lami) yontemleri kullaniimigtir.
Deneyler Ucger ornek Uzerinden ikili paraleller halinde yurutilmastir. Sonuglarin
istatistiksel analizinde dnce paralellerin ortalamasi alinmig, sonrasinda ortalama ve
standart sapma hesaplamalart U¢ Ornekten elde edilen sonucglardan

gerceklestirilmigtir.
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3.3.1 Spor Solusyonu Eldesi
Bu yontemde, 6ncelikle YGC agar besiyerine saf kilturlerden 3 nokta ekim yontemi
ile inokulasyonlar gergeklestiriimis ve 25-28°C’de 5 gun inkibasyon sonucunda

kultarler elde edilmigtir.

Aspergillus turleri hidrofobik oldugundan, kuiltar yuzeyinden sporlarin alinmasi
sirasinda kullanilan dilisyon sivisi % 0.1-1 oranlarinda Tween 80 igermektedir
[256].

Kaltur yazeyine, 20 mL % 0.1 Tween 80 iceren % 0.85’lik steril serum fizyolojik
sivisi iki asamada (10 mL + 10 mL olacak sekilde) inokule edilerek, steril cam bir
baget yardimiyla nazikge ylUzeydeki kuf sporlari dilisyon sivisina gegirilmigstir.
Dilisyon sivisina alinan kuf sporlari yuksek miktarda fortil hif icereceginden ve
mikroskobik sayimda kuf sporlarinin gézlenmesinde sorun tegkil edeceginden, elde
edilen kuf sporu slUspansiyonu 8-12 um por c¢apina sahip membran ile filtre
edilmistir. Aspergillus turlerinin sporlarinin ortalama ¢apinin 2-5 uym oldugu
bilinmektedir [257, 258].

Filtrasyon sonunda elde edilen spor solUsyonunun baslangi¢ konsantrasyonunu
belirlemek igin gerekli dilisyonlar hazirlanarak YGC agar yluzeyine yayma ekimler
gergeklestirilmis ve 25-28°C’de 3-7 giin inkibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonunda agar yuzeyindeki kuf kolonilerinin sayimi gergeklestirilerek spor
solisyonundaki baglangi¢ kuf sporu sayisi kulturel yontemle belirlenmigtir. Ayrica,
Thoma lami kullanilarak ayni solUsyondaki kuf sporu sayisi mikroskobik sayim

yontemi ile belirlenmistir [257-260].

Baslangi¢ konsantrasyonu bilinen spor solusyonundan 5 mL steril bir tipe alinarak
icerisine 10 adet cam boncuk (dp=0.5 mm) eklenmis ve 10 dk karistiriimistir.
Karistirma iglemi sonrasinda tup igerigi steril bir petri kutusuna aktarilmis ve spor
solusyonu ile kontamine edilmis olan cam boncuklar, yuzeyine tutunmus kuf
sporlarinin sayisinin belirlenmesi amaciyla steril bir pens ile 10 mL % 0.1 Tween 80
iceren % 0.85 ’lik steril serum fizyolojik sivisinin icerisine alinmistir. Cam boncuk
yuzeyine tutunmusg kuf sporlarinin ¢ozeltiye ge¢cmesini saglamak amaciyla tip
homojen bir sekilde 10 dk sudre ile karistinimistir. Daha sonra elde edilen bu
solusyondan seri dilusyonlar hazirlanarak, YGC agar yuzeyine yayma ekimler

gergeklestirilmis ve 25-28°C’de 3-7 giin inkibasyona birakilmistir. inkiibasyon
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sonunda agar yuzeyindeki kuf kolonilerinin sayimi gergeklestirilerek cam boncuk
yuzeyine tutunan baglangi¢ kuf sporu sayisi kulturel yontemle belirlenmigtir. Ayrica,
Thoma lami kullanilarak ayni solUsyondaki kuf sporu sayisi mikroskobik sayim

yontemi ile belirlenmigtir (Sekil 3.1.).

/\ ﬁ
@ | Mikroskobik sayim |
7

Saf kalttr (5 glin)

A.flavus/A.parasiticus / \ Kiiltirel sayim

10 mL+ 10 mL %0.1
Tween 80 iceren SF

+ 5 mL spor siispansiyonu 10 mL %0.1
+ 10 adet cam boncuk Tween80 iceren SF

} N s
10 dk karigtirma X - \ Kiltirel sayim

Mikroskobik sayim

Sekil 3.1. Spor solusyonu eldesinde mikrobiyolojik sayim yontemi sematik gosterimi

3.3.2 Dogrudan Kontaminasyon
Kullanilan ikinci yontemde de, oncelikle YGC agar besiyerine saf kilturlerden 3
nokta ekim yontemi ile inokulasyonlar gerceklestiriimis ve 25-28°C'de 5 gun

inkiibasyon sonucunda kulturler elde edilmistir.

Kultdr yuzeyine, 10 adet cam boncuk (d,=0.5 mm) konularak, yuzeyden kuf
sporlarini homojen bir sekilde cam boncuk yuzeyine gecirmek amaciyla nazikge 1-2
dakika kanistirimistir [216]. Karistirma islemi sonrasinda ylizeyine gozle gorilir
kuf kontamine edilmis cam boncuklar steril bir pens ile 10 mL % 0.1 Tween 80

iceren % 0.85’lik steril serum fizyolojik sivisinin igerisine alinmistir.

Cam boncuk yuzeyine tutunmus kuf sporlarinin ¢ozeltiye ge¢gmesini saglamak
amaciyla tup homojen bir sekilde karistinimistir. Daha sonra elde edilen bu

solusyondan seri dilusyonlar hazirlanarak, cam boncuk yuzeyine tutunan spor
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sayisini belirlemek amaciyla hem kulturel (yuzeye yayma) hem de mikroskobik

(Thoma lami) yontemle sayimlar gerceklestirilmigtir (Sekil 3.2.).

Cam boncuk

%2,% 10 ml %0.1
o Tween80 igeren SF
| -

1-2 dk karistirma /
\

Mikroskobik sayim

s —— [ocod) —

Saf kdltar (5 gun) <ot Kulturel sayim
A.flavus/A.parasiticus

Sekil 3.2. Dogrudan kontaminasyonda mikrobiyolojik sayim yontemi sematik

gosterimi

3.3.3 Gida Orneklerinin Kiif Kiiltiirii lle Kontaminasyonu

Gida orneklerinin dogal florasinda bulunan mikroorganizmalari uzaklagtirmak
amaciyla, ornekler saf kuf kultird ile kontaminasyon islemi oOncesinde, 6n
dekontaminasyon iglemi igin % 70 etanol ¢ozeltisi ile 10 dk muamele edilmis ve
laminar akis kabininde 2 saat tutularak kurutulmustur [215]. Bdylece plazma
dekontaminasyon igleminin etkisi sadece yapay olarak kontrolli bir sekilde

kontamine edilmis saf kuf kulturleri (Aspergillus spp.) Gzerinde incelenmigtir.

YGC agar besiyerinde geligtiriimis 5 gunluk saf kuf kultarlerinin (A. flavus ve A.
parasiticus) yuzeyine 10 g gida ornegi (findik ve misir) konularak, yuzeyden kuf
sporlarini homojen bir gekilde materyal yuzeyine gegirmek amaciyla nazikge 30 s
sure ile karistinlmistir. Karistirma islemi sonrasinda yuzeyine go6zle gorular kuf
kontamine edilmis Ornekler steril bir petri kabina aktariimig ve gida materyalinin
yuzeyine kuf sporlarinin tutunmasini saglamak amaciyla 25-28°C’de 18-24 sa sire
ile inkiilbasyona birakilmigtir [215, 216]. inkilbasyon sonunda kiif sporlari ile
kontamine edilmig gida ornekleri steril bir behere alinarak tzerine % 0.1 Tween 80
iceren steril serum fizyolojik solusyonu aktariimis ve 5 dk vorteksleme ve 10 dk
calkalama iglemi uygulanmistir. Toplam 15 dk ylzey ylkama iglemi ile gida
orneklerinin yuzeyindeki kuf sporlari serum fizyolojik solisyonuna aktariimaya
cahsilmistir. Bu yuzey yikama ¢ozeltisinden gerekli dilusyonlar yapilarak YGC agara
yuzeye yayma yontemi ile ekimler gerceklestiriimis ve 25-28°C'de 3-7 gun

inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda agar ylzeyindeki kiif kolonilerinin
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sayimi gergeklestirilerek gida orneklerinin yluzeyindeki baglangi¢ kuf sporu sayisi

hesaplanmistir.

3.4 Akiskan Yatak Reaktor Tasarimi

Atmosferik basin¢ plazma sistemi (Plasmatreat GmbH, Almanya), 3x400V-16A gug¢
jeneratord, plazma jeti, yliksek voltaj donusturicu ve bir basing kontrol Unitesinden
olusmaktadir. Atmosferik basing plazma cihazi % 100-70 V referans voltaj, 15-25
kHz frekans ve 1000-5000 L/sa gaz akis hizi araliginda hava ve azot gazlar ile
calismaktadir. Atmosferik basing plazma jetlerinde (ABPJ), bir ya da iki elektrotla
donatilmig bir nozuldan plazma ateslenmekte ve yuksek gaz akisiyla nozul disina
yayllmaktadir. ABPJlerin en buyuk avantaji kiguk boyutlarda olmasi ve dar
araliklara penetre edebilmeleridir [222]. Bu 6zellikleri ile APBJler, 6zellikle mikro
yapida bosluklar ya da kapilerler iceren kompleks geometrilerdeki uygulamalar igin
gelecek vaad etmektedir. Bu atmosferik basing plazma sistemine entegre edilmek
Uzere, plazma jeti geometrisine uygun olacak sekilde iki adet akigskan yatak cam
reaktor tasarlanmistir (Sekil 3.3.). Reaktorlerden ilki 49 mm ¢ap ve 147 mm
uzunlukta (D1: 49 mm) ve ikincisi 65 mm ¢ap ve 195 mm uzunlukta (D2: 65 mm)

olup L/D oranlari 3'tur.

| s 49 5

40

merkez delik gapl = 4.5mm
yardimci delikler = 4.0mm
Izgara gap! = 74cm
1zgara i¢ capi = 54cm (delikli alan)

merkez delik gapl = 4.5mm
yardimci delikler = 4.0mm

Q :
‘o

merkez delik capl = 4.5mm

yardimci delikler = 4.0mm

I1zgara ¢apl = 74cm

1zgara i¢ cap! = 54cm (delikli alan)
g b

I1zgara ¢apl = 74cm
1zgara i¢ capi = 54cm (delikli alan)

Sekil 3.3. Akiskan yatak reaktor tasarimi
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Akigkan vyatak reaktori plazma jetinin Gzerinde sabitlemek Uuzere, cihaz
geometrisine uygun paslanmaz celikten bir stand tasarlanmis ve imal edilmistir.
Atmosferik plazma jeti akiskan yatak reaktoriin alt kismina yerlestirilmis. Ornekler
plazma uygulama alanina surekli bir bigimde kuru basingli hava saglayan bir
kompresor (Tamsan A.S., Turkiye) ile tasinarak, akigkanlastirma islemi
kolaylastiriimistir. Kompresoér, 900 L/dk hava verimi, 8 bar ¢alisma basinci, 200 L
tank hacmi ve 5.5 kW motor gucune sahip olup, deneylerin yurituldugu Negatif
Basin¢li Biyoguvenlik Laboratuvarinin fiziksel kosullarina uygun olacak sekilde
yeniden tasarlanip yaptiriimigtir. Kompresorden gelen havaylr homojen bir sekilde
dagitmak igin reaktdrin alt kismina yerlestirimek Uzere, paslanmaz celikten 4 mm
capinda 40 adet pora sahip bir 1zgara tasarlanmistir. Ayrica hem plazma probunu
sabitlemek hem de kompresdrden gelen havay! reaktore homojen bir sekilde
iletmek Uzere piringten bir aparat tasarlanarak sisteme dahil edilmigtir. Atmosferik
Basing Akiskan Yatak Plazma sistemi ve atmosferik basing plazma probunun

ayrintil gosterimi Sekil 3.4.’te verilmigtir.

Termal kamera

Aciklik
Paslanmaz gelik kapak cap

I 50 mm 4mm

—

\: ______  Akiskan yatak reaktor Plazma
Paslanmaz ¢elik stand { ) s
Il "
\
\
\
\

Jetucu

Paslanmaz celik Bosalim zonu

govde ~—al

A

Deliki kapak A | Eekiot
A —rd
- I
Basingli hava
> 0 S phamaed B e v -
Kur e q ~~~~~~~~ rad- A ha

Gaz girisi = Giig girisi
hava T

Piring
aparat

Prob uzunluk

42 mm
A B

Sekil 3.4. Atmosferik basing akigkan yatak plazma sistemi (A) ve atmosferik plazma
probu (B)
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3.5 Atmosferik Basing Akiskan Yatak Plazma Sisteminde Dekontaminasyon
Uygulamasi

Saf kuf kalturleri (A. flavus ve A. parasiticus) ile kontamine edilmis ve kuf sporlarinin
yuzeye tutunmasini saglamak amaciyla 25-28°C’de 18-24 sa sure ile inkibasyona
birakilmis gida oOrnekleri, atmosferik basin¢g akigkan yatak plazma sisteminde
reaktor icerisine aktarilarak farkli plazma parametrelerinde (20 kHz- % 80 V (460
W), % 90 V (520 W), % 100 V (575 W) ve 25 kHz- % 80 V (525 W), % 90 V (590
W), % 100 V (655 W)) degisen surelerde (1-5 dk), 3000 L/sa akis hizinda kuru hava
ve azot gazlar kullanilarak plazma dekontaminasyon islemine tabi tutulmustur.
Plazma dekontaminasyon islemi sonunda ornekler steril bir behere alinarak tGzerine
% 0.1 Tween 80 iceren steril serum fizyolojik solusyonu aktariimig sonrasinda 5 dk
vorteksleme ve 10 dk calkalama iglemi uygulanmistir. Toplam 15 dk ylzey yikama
islemi ile gida orneklerinin yuzeyindeki kuf sporlari serum fizyolojik solisyonuna
aktariimigtir. Bu yuzey yikama c¢ozeltisinden gerekli dilisyonlar yapilarak YGC
agara yuzeye yayma yontemi ile ekimler gergeklestiriimis ve 25-28°C’de 3-7 gun
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda agar yiizeyinde gelisen Kuf
kolonilerinin sayimi gerceklegtirilerek gida meteryalinin ylzeyinde plazma
dekontaminasyon iglemi sonunda kalan kuf sporu sayisi hesaplanmigtir. Akigkan
yatak plazma sisteminde uygulanan hava akis hizinin, model 6rnek yuzeyine
tutunmus kuf sporlarina muhtemel etkisini incelenmek i¢in ayni iglemler plazma
olusturuimadan sadece hava kullanilarak uygulanmistir. Deneyler Uger Ornek
Uzerinden ikili paraleller halinde yuruatulmustir. Sonuglarin istatistiksel analizinde
once paralellerin ortalamasi alinmis, sonrasinda ortalama ve standart sapma
hesaplamalari U¢ 6rnekten elde edilen sonuglardan gergeklestiriimistir. Son olarak,
plazma islemi uygulanmig drnekler, baglangi¢ spor konsantrasyonunu temsil eden,
yapay olarak kontamine edilmis ancak plazma uygulanmamis alti adet kontrol
orneginin ortalamasi ile karsilastirlmigtir. Spor sayisindaki azalma kob/g ve
logaritmik olarak log (kob/g) ile ifade edilmistir. Deney proseduri Sekil 3.5.'te

sematik olarak gosterilmigtir.
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On dekontaminasyon islemi
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Sekil 3.5. Deney proseduru sematik gosterimi
3.6 Gida Orneklerinin Dogal Florasi Uzerinde Plazma Dekontaminasyon
Etkisinin Belirlenmesi

Findik ve misir Orneklerinin dogal florasinda bulunan mikroorganizma yukinu
belirlemek amaciyla kitleyi temsil edecek nitelikte homojen bir gekilde ornekleme
yapilarak daha once (Bolum 3.5.) belirtildigi gibi ylzey yikama yontemi
uygulanmigtir. Yikama ¢oOzeltilerinden kuf-maya florasini belirlemek amaciyla YGC
agara, toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) yukunu belirlemek amaciyla Tryptic
Soy Agara (TSA) yuzeye yayma yontemiyle ekimler gerceklestiriimigtir. YGC agar
25-28°C’de 3-7 gun, TSA ise 35-37°C‘de 2 gun sureyle inkibasyona birakiimigtir.
Inkiibasyon sonunda agar yiizeyinde gelisen kolonilerin sayimi yapilarak, gida
orneklerinin  dogal florasinda bulunan toplam kuf-maya ve TAMB yuku

hesaplanmistir.

Baslangi¢ mikrobiyel yiku bilinen gida 6rneklerine optimum parametrelerde plazma
dekontaminasyon islemi uygulanmistir. Plazma dekontaminasyon islemi sonrasinda
yuzeyde kalan mikroorganizma yuku Bolum 3.5'te anlatilan yontem uygulanarak
belirlenmistir. Deneyler Uger 6rnek Uzerinden ikili paraleller halinde yurutaimustar.

Sonuglarin istatistiksel analizinde 6nce paralellerin ortalamasi alinmig, sonrasinda
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ortalama ve standart sapma hesaplamalari U¢ 6rnekten elde edilen sonuglardan

gerceklestirilmigtir.

3.7 Mikroorganizmalara Ait D-degerlerinin Belirlenmesi

D-degeri; ortamdaki baslangi¢ mikroorganizma konsantrasyonunun % 90’inin
indirgenmesi igin gerekli olan suredir. D-degeri mikroorganizmalara ait logaritmik
canli kalma egrisi (inaktivasyon egrisi) verilerinden yararlanilarak asagidaki formule

gore hesaplanmistir.

t
logNo — =—
ogNo — logN D

No: Baslangi¢ mikroorganizma seviyesi (kob/g)
N: Ulagilan mikroorganizma seviyesi (kob/g)
t: Islem suresi (dk)

3.8 Depolama Etkisinin Belirlenmesi

Depolama igleminin plazma sonrasi hasar goren Aspergillus turlerinin spor hucreleri
Uzerindeki etkisini incelemek amaciyla, Aspergillus sporlari ile kontrolll bir sekilde
kontamine edilmis findik ve misir drneklerine optimum plazma parametresinde (D+:
49 mm, 655 W, hava) plazma dekontaminasyon islemi uygulanarak 25°C’de 30 gun
suresince depolanmistir. Plazma iglemi Oncesi, sonrasi ve plazma islemi
uygulandiktan sonra 25°C’de 30 gun depolanan orneklerin ylzeyinde canli kalan
sporlar daha once yukarida verildigi gibi sayilmistir. Ayrica, kontrol grubu olarak
baslangi¢ spor yiikii ~10% kob/g diizeyinde tutulan findik ve misir érnekleri de
(optimum parametrede plazma iglemi sonrasi orneklerin ylzeyinde kalan duzeyde)
herhangi bir isleme tabi tutulmadan 25°C’de 30 gun suresince depolanmis ve

depolama sonrasi yuzeydeki canli spor sayisi belirlenmigtir.

Zayif asit tuzlarinin farkli oranlarda bazi firincilik Granlerinde koruyucu olarak kuf
gelisimini (Aspergillus, Penicillium ve Eurotium turleri) azalttigi yapilan ¢alismalarla
ortaya konmustur [106, 261, 262]. Buradan yola gikarak sodyum benzoat (SB)
ve potasyum sorbat (PS) gibi kuf gelisimini inhibe ettigi bilinen koruyucu bilesenlerin
farkli konsantrasyonlarda kullaniimasiyla YGC agar besiyeri modifiye edilmis ve
hasarli hucrelerle saglkl hucrelerin ayirt edilmesini saglayacak bir ortam
olusturulmaya cahsilmigtir. Baska bir deyigle, plazma iglemi sirasinda hasar goren

kuf sporlarinin gelisemedigdi ancak islem gérmemis saf kuf sporlarinin gelisebildigi
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bir ortam olusturulmaya calisiimistir. Bu amagcla, SB ve PS YGC agar bilesimine
degisen oranlarda (% 0.05-2) otoklavlanmadan once gerekli miktarlarda eklenmistir.
Besiyerlerinin  pH d&lgumleri sterilizasyondan sonra PHM210 (Radiometer,

Danimarka) pH metre kullanilarak gergeklestirilmistir.

Her bir izolat igin, Bélim 3.3.1.’de anlatildigi gibi =107 spor/mL konsantrasyonunda
hazirlanan islem gormemis spor suspansiyonlarindan modifiye ve kontrol YGC agar
besiyerlerine tek nokta ekim yontemiyle inokulasyonlar gerceklestiriimis ve 25-
28°C’de 7 gun inkubasyona birakilmistir. Sonuglar, koloni c¢aplari ve goérunur
gelisme zamanlari bazinda takip edilmistir. Petri kutulari her gun takip edilerek
gelisen kolonilerin ¢aplari Olgulerek kaydedilmistir. Aspergillus turlerine Kkarsi
inhibisyon etkileri g6z onunde bulundurularak koruyucu c¢esidi ve konsantrasyonu
optimize edilmistir. Daha sonra, igslem gormemis A. flavus ve A. parasiticus turlerinin
spor siispansiyonlari (= 10" spor/mL) kontrol grubu olarak hazirlanmis ve hem
kontrol hem de modifiye YGC agar besiyerlerine spor sayisini belirlemek amaciyla
uygun dilusyonlarindan yuzeye yayma yontemi (100 uL) kullanilarak inokulasyonlari
gerceklestiriimigtir. Ayni zamanda, optimum parametrede (655 W hava plazmasi,
D1: 49 mm reaktor) plazma islemi uygulanmig findik ve misir 6rnek yuzeylerinde
canli kalan Aspergillus turlerinin sayisini belirlemek amaciyla ayni kontrol ve
modifiye YGC agar besiyerlerine ekimler gergeklestirilmistir. Petriler 25-28°C’'de 7
gun sduresince inkube edilmistir. Deneyler Uger ornek Uzerinden ikili paraleller
halinde yuratalmuastlr. Sonuglarin istatistiksel analizinde ©6nce paralellerin
ortalamasi alinmis, sonrasinda ortalama ve standart sapma hesaplamalari Ug¢

ornekten elde edilen sonuglardan gergeklestiriimigtir.

3.9 Termal Goruntiileme

Atmosferik basing akiskan yatak plazma uygulamasi sirasinda findik orneklerinin
plazma jetinin 6ninden gegisleri sirasinda yuzeyinde olusan sicaklik butin proses
suresince Optris Plconnect (Optris GmbH, Almanya) yazilimini kullanan PI1400
termal kamera ile goruntulenmistir. Bu kompakt termal kamera 382x288 piksel
¢ozunurlukte ve 0-250+2°C sicaklik araliginda 80 Hz Olgim hiziyla galigsmaktadir.
Plazma prosesi suresince orneklerden 50 mm uzaklikta sabitlenerek (Sekil 3.4.a)

sicaklik-zaman profilleri incelenmigtir.
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3.10 Findik Orneklerine Termal Proses Uygulamasi
Plazma prosesi boyunca ornek yuzeyinde olusan sicakligin A. flavus ve A.
parasiticus sporlar1 Gzerindeki oldurucu etkisini incelemek amaciyla A. flavus ve A.
parasiticus sporlariyla kontamine edilmis findik orneklerine 100°C‘de 5 dk slresince
kuru sicak havada termal proses uygulanmigtir. Findik 6rneklerinin plazma jetinin
onunden gegisi sirasinda olusan en yuksek sicakliktan daha fazla olsa da, 6rnekler
icin olabilecek en siddetli ve olumsuz kosullar olusturulmustur. Ornekler cevresel
sartlarin stabilize edildigi duragan ortama sahip bir kurutma firinina yerlestirilmis ve
yuzey sicakligi 100°C’ye ulastiginda 5 dk suresince termal proses uygulanmigtir.
Termal proses oncesi ve sonrasinda findik ornekleri yluzeyindeki canli spor sayisi
kargilastinlmistir. Deneyler uger Ornek Uzerinden ikili paraleller halinde
yuratalmustar.
3.11 Plazma Dekontaminasyon Isleminin Kuf Sporlarinin Morfolojik Yapisi
Uzerine Etkisi- Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
Kontrol ve optimum parametrelerde (% 100 V- 25 kHz 30 s) atmosferik plazma
islemi uygulanmig A. flavus ve A. parasiticus sporlari taramali elektron mikroskobu
ile goruntulenmigtir. Fungal hif ve sporlari igeren sispansiyonlar bir gece (18 sa)
4°C sicaklikta % 2.5 gluteraldehit ¢ozeltisi ile sabitlenmistir. Ardindan gluteraldehiti
uzaklastirmak igin 0.1 M sodyum fosfat tamponu (PBS) ile yikanmistir. Bu iglem
sonrasinda hucreler 0.1M PBS igerisinde % 1 osmium tetraoxide (OsQO,) ile 30 dk
ikinci bir fiksasyon amaciyla muamele edilmistir. Ardindan 0.1M PBS ile U¢ yikama
(her biri 10 dk) ve su ile iki yikama (her biri 10 dk) islemlerinden sonra, fikse edilmis
ornekler artan konsantrasyonlarda etanol (30 mL/100 mL den 100 mL/100 mL)
icerisinde dehidre edilmistir. Dehidrasyon iglemi 100 g/100 g etanol igerisinde Ug
kere 10 dk yikama iglemi ile sonlandirilmigtir. 10 pL’lik o6rnekler SEM 06rnek
tutucularinin tzerine konulmus ve goruntilemeden 6nce ¢ok ince bir paladyum altin
tabaka ile kaplanmistir. Kaplama sonrasinda, 6rnekler yuksek vakum modunda 20
kV voltaj ile taramali elektron mikroskobunda (QUANTA 400F Field Emission SEM,
ODTU Merkez Lab., Turkiye) incelenmigstir [263, 264].
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4 SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Kiif Sporlarinin Gida Orneklerine Kontaminasyonunun Gergeklestiriimesi
4.1.1 Spor Solusyonu Hazirlanmasi

Kaf sporlarinin model drneklerle kontaminasyon yonteminin belirlenmesi amaciyla
uygulanan spor solisyonu eldesi yonteminde elde edilen sonuglar Cizelge 4.1.de

verilmigtir.

Cizelge 4.1. Spor solusyonu hazirlanmasi ile elde edilen A. flavus ve A. parasiticus

baslangi¢ konsantrasyonlari

Baslangi¢ spor konsantrasyonu Yizeye tutunan spor konsantrasyonu
Mikroskobik sayim Kaltdrel sayim Mikroskobik sayim Kaltdrel sayim
spor/mL log kob/mL log spor/ log (spor/ kob/ log (kob/
(*106) (spor/mL) (*106) (kob/mL) boncuk boncuk) boncuk boncuk)
(*10%) (*10%)
A. flavus 9.20+1.60 6.95+0.08 1.97+0.45 6.29x0.10 2.97+0.40 5.47+0.06 6.73+3.52 4.83+0.27

A. parasiticus  9.38+1.06 6.97+0.05 4.42+2.13 6.65+0.26 1.71+0.48 5.2320.12 3.17+1.26 4.50+0.18

Mikroskobik sayim sirasinda, spor hucresi sayimini guglestirecek boyutlarda buyuk
hif topluluklarina rastlamamakla birlikte pargalanmisg ve kuguk boyutlarda hifler
gOzlenmistir. Ancak, Aspergillus turlerinin  morjolojik yapilart géz o6nudnde
bulunduruldugunda filtrasyon sirasinda hiflerle birlikte sporlarin da membran
yuzeyinde kalabilecegi dusunulmektedir. Bu nedenle saf kuf kiltirinin yuzeyinde
daha fazla spor var iken, elde edilen solisyondaki spor konsantrasyonunun daha az
olmasi beklenmektedir. Bununla birlikte, baglangi¢ spor sollisyonundaki sporlarin
yaklasik 1-2 log birimlik kismi model 6rnek yuzeyine aktarilamadigindan, yuzeye
tutunan spor konsantrasyonunun 6nemli dlgude azaldigi gozlenmigtir. Ayrica, saf
Aspergillus spp. spor solusyonlari ile kontaminasyon gergeklestirildiginde model
gida orneklerinin su aktivitesi degerleri degistirebileceginden, kontrolsuz kuf gelisimi

gerceklesebilmektedir.

4.1.2 Dogrudan Kontaminasyon
Kaf sporlarinin model Orneklerle kontaminasyon yonteminin belirlenmesi amaciyla
uygulanan dogrudan kontaminasyon yonteminde elde edilen sonuglar Cizelge

4.2.’de verilmisgtir.
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Cizelge 4.2. Dogrudan kontaminasyon ile elde edilen A. flavus ve A. parasiticus

baslangi¢ konsantrasyonlari

Mikroskobik sayim Kaltarel sayim
spor/mL log (spor/mL) kob/boncuk log (kob/boncuk)
A. flavus 2.84+1.05*10" 7.45+0.20 3.98+0.88*10° 6.60+0.09
A. parasiticus  4.37+1.48*10"  7.64:0.14  5.83x1.17*10° 6.77+0.09

Mikroskobik incelemelerde, spor hucresi sayimini guglestirecek boyutlarda buyuk hif
topluluklarina rastlanmamigtir. Ancak spor soélusyonu hazirlama yontemine gore

daha ¢ok sayida pargalanmis ve kiguk boyutlarda hifler gozlenmistir.

A. flavus ve A. parasiticus saf kulturlerinin ornek ile kontaminasyonunu saglamak
amaciyla 2 farkh yontem kullaniimigtir. 1. ydontemde boncuk ylzeyine kuf sporlarini
inokule etmek igin 2 agsamali bir deney plani uygulanirken, 2. yontemde boncuk ile
kuf sporlari dogrudan karsi kargiya getirildiginden daha az ig yuku gerektirmekte ve
zaman ve kimyasaldan tasarruf saglanmaktadir. Mikrobiyolojik sayim sonuglarina
bakildiginda da, 1. ydntemde spor soliisyonun baslangic konsantrasyonu =10°
spor/mL  seviyelerinde iken, boncuk ylzeyine inokule edilebilen spor
konsantrasyonu =10° -10* spor/boncuk seviyelerine diismektedir. Diger taraftan 2.
yontemde, kuf sporlari ile 6rnek dogrudan karsilastigi igin, érnek yuzeyine inokule
edilen kiif konsantrasyonlari =107 spor/boncuk ve =10° kob/boncuk seviyelerindedir.
Mikrobiyolojik sayimda spor sayisinin yuksek ¢ikmasinin sebebi, hem canli hem de

Olu hucrelerin birlikte sayilmasindan kaynaklanmaktadir.

Bundan sonraki mikrobiyolojik deneylerde model 6rneklere kuf sporu inokulasyonu
icin dogrudan kontaminasyon yontemi secilmistir. Ayrica, mikroskobik sayim
yonteminin getirdigi bazi dezavantajlar nedeniyle (6lU hicrelerin de sayilmasi,
kisisel hatalarin sonucu buylk oranda etkilemesi) bundan sonraki mikrobiyolojik

sayimlara sadece canli hucrelerin sayildigi kultirel yontemle devam edilmigtir.

4.1.3 Gida Orneklerinin Kiif Kiiltiirii ile Kontaminasyonu

Dogrudan kontaminasyon yontemi kullanilarak saf Aspergillus kulturleri ile
kontamine edilen ve kuf sporlarinin yuzeye tutunmasini saglamak amaciyla 25-
28°C’de 18-24 sa sure ile inkibasyona birakilmis gida orneklerinin yuzeylerinde

baslangi¢ kuf sporu sayisi Cizelge 4.3.‘te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Gida orneklerinin yUzeyindeki baglangi¢c A. flavus ve A. parasiticus

sayilari
FINDIK MISIR
A. flavus A. parasiticus A. flavus A. parasiticus
kob/g 4.68+0.31*10°  576+0.92*10°  9.89+5.16*10°  1.31x0.68*10’
log (kob/g) 6.67+0.03 6.76+0.08 7.00+0.26 7.12+0.23

4.2 Atmosferik Basing Akigkan Yatak Plazma Sisteminin Model Gida
Ornekleri Uzerindeki Dekontaminasyon Etkisi

Atmosferik basin¢ plazma cihazi % 100-70 V referans voltaj ve 15-25 kHz frekans
ve 1000-5000 L/sa akig hizi araliklarinda galismaktadir. Farkli gaz akis hizlarinda
plazma olusumu izlenmis ve 3000 L/sa gaz akis hizinda daha stabil bir plazma jeti
olusumu gozlenmistir. Plazma islem parametrelerini belilemek amaciyla farkh
frekans ve referans voltaj degerlerinde plazma olusumu izlenerek, stabil plazma
olusumu takip edilmigtir. Cizelge 4.4.te gosterildigi Uzere 20 kHz ve 25 kHz
frekanslarinda; % 100-80 referans voltaj araliginda stabil bir plazma olusumu
gOzlendiginden bu parametrelerde plazmanin  dekontaminasyon etkisinin

incelenmesine karar verilmigtir.

Cizelge 4.4. Atmosferik basing plazma parametrelerinde plazma olugsumu

00 R‘\*,fera’.‘s Plazma — pim Péauz::ja Plazma
Frekans o qy. (A (W) Olusumu
25 kHz 100 350 24 655 v

90 315 22 590 v
80 280 19 525 v
70 245 15 460 =
20 kHz 100 350 24 575 v
90 315 22 520 v
80 280 19 460 v
70 245 15 400 ~
16 kHz 100 350 24 460 v
90 315 24 415 =

57



4.2.1 Findik Orneklerinde Atmosferik Basing Akiskan Yatak Plazma
Reaktorlerinin Dekontaminasyon Etkisi- Kuru Hava

Findik 6rneklerinde atmosferik basing akigkan yatak plazma sistemi ile kuru hava
kullanilarak Aspergillus turleri Gzerinde dekontaminasyon islemi, iki farkli akigkan
yatak reaktorde, 6 farkli plazma parametresi degisen surelerde kullanilarak

uygulanmistir.

4211 1. Akigskan Yatak Reaktor- D4: 49 mm L4: 165 mm
Ik akiskan yatak reaktér 49 mm cgapta ve 165 mm uzunlugunda olup camdan imal

edilmistir.

Oncelikle, akigkan yatak plazma sisteminde uygulanan hava akig hizinin, model
ornek yuzeyine tutunmus kuf sporlarina muhtemel etkisini incelenmek igin A. flavus
ve A. parasiticus ile kontrolli bir sekilde kontamine edilmis findik orneklerine,
plazma olusturulmadan, 1-5 dk suresinde, 3000 L/sa akis hiziyla hava

uygulanmigtir. Uygulama sonunda findik yuzeyindeki kuf sporlari sayisinin
(ortalama = 10° kob/g) baslangicta yiizeye tutunan kif sporlari sayisindan (ortalama

= 10° kob/g) logaritmik diizeyde farkli olmadig§i gdzlenmistir. Béylece, kiif sporlari ile
kontamine edildikten sonra kuf sporlarinin yuzeye tutunmasini saglamak amaciyla
25-28°C’de 18-24 sa sure ile inkibasyona birakilmis gida orneklerinin yluzeyindeki
kuf sporunun yuzeye kuvvetli bir sekilde tutundugu ve spor sayisinin uygulanan gaz

akis hiziyla degismedigi gozlenmistir.

A. flavus ve A. parasiticus ile kontrolli bir sekilde kontamine edilmis findik
orneklerine, atmosferik basing akiskan yatak plazma sisteminde, Di: 49 mm
reaktorde, 20 kHz ve 25 kHz frekanslarinda; % 100 V, % 90 V ve % 80 V referans
voltaj parametrelerinde 1-5 dk suresince, 3000 L/sa hava akis hiziyla plazma
dekontaminasyon iglemi uygulanmigtir. A. flavus ve A. parasiticus sporlarinin farkh
plazma parametrelerinde uygulanan dekontaminasyon islemi sonrasinda logaritmik

canli kalma egrileri Sekiller 4.1.-4.4’te gosterilmigtir.
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25 kHz
—=— %80V (525W)
—e— %90 V (590W)
4 %100 V (655W)

A.flavus sporlari log (kob/g)

0 T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5

Zaman (dk)

Sekil 4.1. Findik yuzeyinde A. flavus'un D4: 49 mm akigkan yatak reaktorde hava

plazmasi (25 kHz) sonrasi logaritmik canli kalma egrisi

25 kHz frekansta, % 80 V, % 90 V ve % 100 V referans voltajlarda uygulanan
plazma dekontaminasyon isleminin 5. dakikasinin sonunda canh A. flavus
sporlarinda sirasiyla 3.41, 3.64 ve 4.50 log (kob/g) birimlik indirgenme sagladigi
gOzlenmistir. Ayrica plazma dekontaminasyon igleminin ilk dakikasinda % 100 V
parametresinde canli A. flavus sporlarinda yaklasik 2 log (kob/g) birimlik bir
indirgenme gozlenmistir. Plazma iglem suresi arttikga kuf sporlarindaki indirgenme
beklendigi gibi artmistir. Plazma isleminin basladigi andan itibaren ilk 1 dakikalik
sure igerisinde indirgenme hizli iken, ilerleyen zaman icerisinde bu egilim azalarak
surmastir. Bu tip bir indirgenme davranigi, kuf sporlarinin findik yuzeyinin sahip
oldugu topografyada dagilimi ve yerlesimi ile agiklanabilir (Sekil 4.10.a). Plazma
aktif turlerinin 3 boyutlu geometride dinamik olarak hareketli olmasi nedeni ile
yuzeyi dogrudan goren turlerin kuaf sporlarina erisimi ve indirgemesi hizla
gerceklesebilmektedir. Sporlarin bayuk bir kismi findiklarin dig yuzeyinde dagildigi
igin, plazma aktif tlrleri bu hucrelere kolayca erigebilirken, bir kisminin ise findik
yuzeyindeki puruzlulik nedeniyle plazma aktif turleri ile yeterince karsilasamama
olasihgi da vardir. Termodinamik olarak, sahip oldugu yuksek enerji seviyesini ilk

firsatta aktarmak isteyen tum enerjetik pargaciklarin, gérme alani diginda (shape
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factor) kalan kuf sporlarina enerjilerini aktararak indirgeme islemini

gerceklestirememis olma olasiliklari malzemenin topografyasi nedeniyle vardir.

Geleneksel sterilizasyon sistemleri (otoklav, Pastor firini, etilen oksit) genellikle
lineer (dogrusal) canli kalma egrileri verir ve bu durumlarda inaktivasyon prosesi
zamanin Ussel bir fonksiyonudur [204]. Buna karsin, plazma sterilizasyonu lzerine
yapilan deneysel ¢alismalar plazma prosesinde farkli sekilllerde canli kalma egrileri
elde edilebildigini gostermistir. Bazi arastirmacilar lineer egriler gozlemlerken
[265-267], ¢codu durumda her birinin farkli bir inaktivasyon fazini gosterdigi iki ya
da ¢ dogrusal kisimdan olustugu goézlenmistir [211, 268, 269]. Bu sonuglar
termal olmayan plazmalarla bakteri inaktivasyonunun, dldirme prosesi kinetigini bir
kac faktorun etkiledigi kompleks bir proses oldugunu acik¢a ortaya koymaktadir.
Kelly-Winterberg ve ark.'in [268] iki fazli canli kalma egrileri ile ilgili ortaya koydugu
hipotezde, ilk basamakta plazma aktif tlrlerinin hucrelerin dis membranlarina etki
ettigi ve hasar verdigi belirtiimigtir. Bu proses yeteri kadar ilerlediginde, reaktif tlrler
kolaylikla hicre 6lumlne sebebiyet verebilmektedir ve bu da daha hizli olan ikinci
basamagi olusturmaktadir. Ug basamaktan olusan birden g¢ok egimli canli kalma
edrilerinde ise ilk faz en yuksek oldurme hizini verir (en kugiuk D-degeri) ve
cogunlukla yi1gin halindeki sporlarin ilk tabakasi Uzerindeki UV radyasyonun etkisi
ile domine edilmektedir. Ikinci faz en yavas kinetige sahiptir ve UV fotonlari (foto-
desorpsiyon) ve atomik oksijen (asindirma) gibi diger aktif turler tarafindan
gerceklestrilen erozyon prosesine dayandiriimaktadir. Bu erozyon prosesi
mikroorganizma ya da onlar1 orten malzeme Uzerinde asindirma yaparak, devamli
olarak molekuler dizeyde madde uzaklastirmaktadir. Son olarak tugluncu faz, kalan
sporlarin da yeterince asindirimasiyla baslar ve UV fotonlarinin genetik
materyallerine direk etki etmesine izin verir [204]. Bu sonuglar 6éldirme prosesi
kinetigine birka¢ faktorin etki ettigi plazma ile mikroorganizma inaktivasyonunun

karmasik bir islem oldugunu acgik¢a gostermektedir.

Bu islemle, canli A. flavus spor sayisi yaklasik 10° kob/g seviyesinden 10? kob/g
seviyelerine indirgenmistir. Genel olarak, daha yuksek plazma gucu daha buyuk
indirgenme ile sonuglanmistir. Akiskan yatak atmosferik plazma reaktorinde
uygulanan voltaj degeri arttikga canli A. flavus sporlarinda gézlenen toplam azalma
logaritmik olarak artmistir. Buna gore proses gazina plazma iglemi sirasinda

uygulanan voltaj degeri arttikga, plazmanin etkin gucinin arttigi ve plazma
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sirasinda olusan aktif bilegenlerin yogunlugunun artarak mikroorganizmalar

uzerindeki oldurucu etkisini artirdigr sonucuna varilabilir.

Cizelge 4.5. D1: 49 mm akigkan yatak reaktdorde hava plazmasi (25 kHz) sonrasi

findik yuzeyindeki A. flavus sporlari

% 80V-25kHz % 90V-25kHz % 100 V-25 kHz
islem siiresi (525 W) (590 W) (655 W)
(dk) log (kob/g) log (kob/g) log (kob/g)
0 6.67+0.03 6.67+0.03 6.67+0.03
1 5.53+0.12 5.38+0.35 4.73+0.03
2 5.15+0.21 5.05+0.13 4.3410.13
3 4.77+0.10 4.23+0.17 3.77+0.10
4 3.98+0.13 3.63+0.09 2.92+0.06
5 3.26+0.20 3.03+0.06 2.17+0.15
20 kHz
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Sekil 4.2. Findik yuzeyinde A. flavus'un D4: 49 mm akigkan yatak reaktorde hava

plazmasi (20 kHz) sonrasi logaritmik canli kalma egrisi

20 kHz frekansta, % 80 V, % 90 V ve % 100 V referans voltajlarda uygulanan 5 dk
plazma dekontaminasyon islemi ile canli A. flavus sporlarinda sirasiyla 2.86, 3.07
ve 3.51 log (kob/g) birimlik indirgenme saglanmistir (Sekil 4.2.). Akigkan yatak
atmosferik plazma reaktorinde uygulanan frekans degeri azaldikga canli A. flavus
sporlarinda gozlenen toplam indirgenme de logaritmik olarak azalmigtir. Plazmada

uygulanan frekans degeri azaldikga, plazma etkin gucunun azalmasi ve dolayisiyla
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plazma sirasinda olugan aktif bilesenlerin turinin ve yogunlugunun etkilenmesi
nedeniyle, mikroorganizmalar Uzerinde plazmanin olduricu etkisinde plazmanin

olusturuldugu “frekans” degerinin 6nemli bir parametre oldugu sonucuna varilabilir.

Cizelge 4.6. D1: 49 mm akigkan yatak reaktdorde hava plazmasi (20 kHz) sonrasi

findik yuzeyindeki A. flavus sporlari

% 80V-20kHz % 90V-20kHz % 100V-20kHz
islem siiresi (460 W) (520 W) (575 W)
(dk) log (kobl/g) log (kob/g) log (kob/g)
0 6.67+0.03 6.67+0.03 6.67+0.03
1 5.80 +£0.07 5.51+0.15 5.42+0.43
2 5.52+0.06 5.19+0.19 5.09+0.18
3 5.02+0.07 4.70+£0.24 4.67+0.18
4 4.3810.10 4.17+0.18 4.06+0.08
5 3.81+0.03 3.60+0.11 3.16+0.09
. 25 kHz
—=— %80V (525W)
—e— %90 V (590W)
—a— %100 V (655W)

A.parasiticus sporlari log (kob/g)

0 T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5

Zaman (dk)

Sekil 4.3. Findik yuzeyinde A. parasiticus'un D4: 49 mm akigkan yatak reaktorde

hava plazmasi (25 kHz) sonrasi logaritmik canl kalma egrisi

Canli A. parasiticus sporlarinda 3.16, 3.48 ve 4.19 log (kob/g) birimlik indirgenme,
25 kHz frekansta, sirasiyla % 80 V, % 90 V ve % 100 V referans voltajlarda
uygulanan 5 dk plazma dekontaminasyon isleminin sonunda go6zlenmigtir (Sekil
4.3.). Ayrica, % 100 V parametresinde plazma dekontaminasyon igleminin ilk
dakikasinda, A. parasiticus sporlarinda yaklasik 2 log (kob/g) birimlik bir azalma

gozlenmisgtir.
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A. flavus ve A. parasiticus sporlarinin atmosferik basing akiskan yatak plazma
dekontaminasyon islemine kargi dayanikliliklar karsilastirildiginda, plazma aktif
bilesenlerinin A. flavus Uzerindeki dldurucu etkisinin A. parasiticus’a gore daha fazla
oldugu gozlenmistir. Bu iki tir arasinda en belirgin farkhlik A. flavus degisen sekil ve
blyuklUkte, nispeten ince duvarl ve kismen purtzli konidiyumlar dretirken, aksine
A. parasiticus konidiyumlari yuvarlak ve kismen kalin ve purazla duvarlar vardir.
Uygulanan plazma isleminin A. flavus susuna karsi oldurtcu etkisinin daha fazla
olmasinin nedeni, A. flavus konidiyumlarinin daha ince ve diz duvarli olmasi ile
aciklanabilir. Boylelikle plazma aktif tlrleri daha kolay penetre ederek, nispeten
kalin ve puruzlu konidiyumlara sahip A. parasiticus sporlarina gére daha etkili bir
inaktivasyon gergeklestirmistir. A. parasiticus’un cografi dagiiminin A. flavus’a gore
sinirli olmasi ve dogada daha yaygin bulunan A. flavus sporlari Uzerinde plazmanin
oldurucu etkisinin daha fazla olmasi, uygulanan bu yontemin daha etkin kullanimini
saglamaktadir [7]. Plazmanin inaktivasyon etkisi degerlendirilirken, A. flavus
susunun ¢evrede bulunma olasiliginin daha fazla oldugu g6z ©nunde
bulundurulmalidir. Ayrica, proses sirasinda plazma aktif turlerine karsi tepkileri

uzerinde molekuler ve yapisal galismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Cizelge 4.7. D1: 49 mm akigkan yatak reaktdorde hava plazmasi (25 kHz) sonrasi

findik yuzeyindeki A. parasiticus sporlari

% 80V-25kHz % 90V-25kHz % 100V-25kHz
islem siiresi (525 W) (590 W) (655 W)
(dk) log (kobl/qg) log (kob/g) log (kobl/g)
0 6.76+0.08 6.76+0.08 6.76+0.08
1 5.25+0.20 5.07+0.27 4.7510.07
2 4.87+0.07 4.71+£0.11 4.301£0.12
3 4.41+0.17 4.24+0.11 3.94+0.05
4 4.00+£0.13 3.84+0.13 3.12+0.07
5 3.60+0.04 3.28+0.16 2.57+0.06
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Sekil 4.4. Findik yuzeyinde A. parasiticus'un D4: 49 mm akigkan yatak reaktorde

hava plazmasi (20 kHz) sonrasi logaritmik canl kalma egrisi

20 kHz frekans ve % 80 V, % 90 V, % 100 V referans voltajlarda 5 dk uygulanan
hava plazmasi sonunda, canli A. parasiticus sporlarinda sirasiyla 2.64, 2.88 ve 3.48
log (kob/g) birimlik indirgenme elde edilmistir (Sekil 4.4.). Plazmanin A. flavus
uzerindeki olduricu etkisinde de gozlendigi gibi, plazmanin olusturuldugu frekans
degerinin dogrudan plazmanin gucuni etkilemesi ve olusan aktif turlerin gesit ve
yogunlugunu belirlemesinden dolayi, frekans degeri azaldikga olugsan aktif turlerin

inaktivasyon etkisinin azaldigi sonucuna ulasiimistir.

Cizelge 4.8. D1: 49 mm akigkan yatak reaktdorde hava plazmasi (20 kHz) sonrasi

findik yuzeyindeki A. parasiticus sporlari

% 80V-20kHz % 90V-20kHz % 100V-20kHz

islem siiresi (460 W) (520 W) (575 W)
(dk) log (kob/g) log (kob/g) log (kob/g)
0 6.76+0.08 6.76+0.08 6.76+0.08
1 5.82+0.04 5.25+0.20 5.0410.06
2 5.16+0.17 4.79+0.07 4.64+0.09
3 4.87+0.07 4.46+0.34 4.301£0.14
4 4.62+0.17 4.23+0.20 3.77+0.07
5 4.12+0.11 3.88+0.06 3.28+0.07
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4.2.1.2 2. Akiskan Yatak Reaktor- D;: 65 mm L;: 195 mm

ikinci akiskan yatak reaktér 65 mm capta ve 195 mm uzunlugunda olup camdan
imal edilmistir. Atmosferik basing akigkan yatak plazma sisteminde reaktor ¢apinin
Aspergillus turleri Uzerindeki inaktivasyon etkinligine olan etkisini incelemek
amaciyla Dy: 65 mm reaktorde, A. flavus ve A. parasiticus ile kontrolli bir sekilde
kontamine edilmis findik drneklerine, 20 kHz ve 25 kHz frekanslarinda; % 100 V, %
90 V ve % 80 V referans voltaj parametrelerinde 1-5 dk suresince, 3000 L/sa hava
akis hiziyla plazma dekontaminasyon iglemi uygulanmigtir. A. flavus ve A.
parasiticus sporlarinin farkl plazma parametrelerinde uygulanan dekontaminasyon

islemi sonrasinda logaritmik canli kalma egrileri Sekiller 4.5-4.8’de gosterilmigtir.

25 kHz

—m— %80V (525W)
—e— %90V (590W)
6 A %100 V (655W)

A. flavus sporlari log (kob/g)

0 T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5

Zaman (dk)

Sekil 4.5. Findik yuzeyinde A. flavus'un D;: 65 mm akigkan yatak reaktorde hava

plazmasi (25 kHz) sonrasi logaritmik canli kalma egrisi

D,: 65 mm akiskan yatak reaktorde, 25 kHz frekansta, % 80 V, % 90 V ve % 100 V
referans voltajlarda 5 dk uygulanan plazma dekontaminasyon islemiyle canli A.
flavus sporlarinda sirasiyla 3.02, 3.45 ve 3.82 log (kob/g) birimlik indirgenme
saglanmistir.  Tasarlanan reaktorde, akiskanlasmay:r saglayan ve kritik
akiskanlasma hizinin Uzerinde olan hava akis hizinin sabit tutuldugu, fakat reaktor
capinin arttinldigr  durumda, vyatak igerisindeki partikillerin  gizgisel hizi
azalmaktadir. Bu durumda partikuller, olusan plazma jetine daha yakin hareket

edecekleri icin plazmanin dekontaminasyon etkisinin model oOrnekler Uzerinde
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artmasi beklenebilir. Ancak sonuglardan goruldigu Uzere, akigkan yatak reaktorin
cap! arttikga, plazmanin ornekler Gzerindeki dekontaminasyon etkisi azalmistir. Bu
durum, reaktor gapi geniglediginde partikullerin daha genis bir alanda hareket
kazanmasi ve ilk reaktore gore plazma jetinin oninden daha az sayida gegmis
olmasi ile agiklanabilir. Bu konuda partikullerin birbiri ile garpisma olasiliklarinin
azalmasi fizigin temel “olasilik yogunluk fonksiyonlari” ile acgiklanabilir. Ayrica,
reaktor hacminin artmasi ile ayni kosullarda olusturulan plazma sirasinda ortaya
ctkan aktif bilesenlerin yogunlugu azaldigindan, kuf sporlari Gzerindeki oldurtcu

etkisinin azalmasi ile de agiklanabilir.

Cizelge 4.9. D,: 65 mm akigkan yatak reaktdorde hava plazmasi (25 kHz) sonrasi

findik yuzeyindeki A. flavus sporlari

% 80V-25kHz % 90V-25kHz % 100V-25kHz
islem siiresi (525 W) (590 W) (655 W)
(dk) log (kob/g) log (kob/g) log (kobl/g)
0 6.67+0.03 6.67+0.03 6.67+0.03
1 4.7610.08 4.75+0.09 4.5410.28
2 4.6010.16 4.49+0.45 4.07£0.10
3 4.3410.05 4.33+0.25 3.92+0.17
4 3.89+0.09 3.85+0.04 3.58+0.22
5 3.65+0.17 3.22+0.15 2.85+0.20
20 kHz
7 - —m— %80 V (460W)

—®— %90V (520W)
—A— %100 V (575W)

A

A. flavus sporlari log (kob/g)

L
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Sekil 4.6. Findik yuzeyinde A. flavus'un D;: 65 mm akigkan yatak reaktorde hava

plazmasi (20 kHz) sonrasi logaritmik canli kalma egrisi
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Canli A. flavus sporlarinda 2.58, 2.77 ve 3.22 log (kob/g) birimlik indirgenme, 20 kHz
frekansta, sirasiyla % 80 V, % 90 V ve % 100 V referans voltajlarda uygulanan 5 dk

hava plazmasiyla saglanmigtir (Sekil 4.6.).

Cizelge 4.10. D,: 65 mm akiskan yatak reaktorde hava plazmasi (20 kHz) sonrasi

findik yuzeyindeki A. flavus sporlari

% 80V-20kHz % 90V-20kHz % 100V-20kHz
islem siiresi (460 W) (520 W) (575 W)
(dk) log (kobl/g) log (kob/g) log (kob/g)
0 6.67+0.03 6.67+0.03 6.67+0.03
1 5.81 £0.11 5.42+0.07 5.27+0.34
2 5.35+0.35 4.88+0.36 4.831£0.10
3 4.92+0.27 4.69+0.13 4.56+0.07
4 4.60+£0.14 4.38+0.18 4.02+0.06
5 4.09+0.10 3.90+0.10 3.45+0.20
25 kHz
7 —m— %80V (525W)
] —®— %90V (590W)
6- —A— %100 V (655W)

A. parasiticus sporlari log (kob/g)
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Sekil 4.7. Findik yuzeyinde A. parasiticus'un D»: 65 mm akigkan yatak reaktorde

hava plazmasi (25 kHz) sonrasi logaritmik canl kalma egrisi

D,: 65 mm akigkan yatak reaktorde, % 80 V, % 90 V ve % 100 V referans
voltajlarda ve 25 kHz frekansta uygulanan hava plazmasi igleminin 5. dakikasinin
sonunda canli A. parasiticus sporlarinda sirasiyla 2.94, 3.28 ve 3.75 log (kob/g)

birimlik indirgenme elde edilmistir (Sekil 4.7.).
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Cizelge 4.11. D,: 65 mm akiskan yatak reaktorde hava plazmasi (25 kHz) sonrasi

findik yuzeyindeki A. parasiticus sporlari

% 80V-25kHz % 90V-25kHz % 100V-25kHz
islem siiresi (525 W) (590 W) (655 W)
(dk) log (kob/g) log (kobl/g) log (kob/qg)
0 6.76+0.08 6.76+0.08 6.76+0.08
1 4.91+0.20 4.7210.14 4.56+0.10
2 4.58+0.10 4.451+0.19 4.32+0.08
3 4.34+0.21 3.99+0.07 3.95+0.08
4 4.13+0.14 3.72+0.04 3.40+0.24
5 3.82+0.10 3.48+0.04 3.01+0.08
20 kHz
7 —m— %80V (460W)

—e— %90V (520W)
A %100 V (575W)

A. parasiticius sporlan log(kob/g)
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Sekil 4.8. Findik yuzeyinde A. parasiticus'un D»: 65 mm akigkan yatak reaktorde

hava plazmasi (20 kHz) sonrasi logaritmik canl kalma egrisi

Canli A. parasiticus sporlarinda, 20 kHz frekansta, % 80 V, % 90 V ve % 100 V
referans voltajlar uygulandigi durumda ise, 5 dk plazma iglemi sonunda sirasiyla

2.34, 2.61 ve 3.12 log (kob/g) birimlik indirgenme elde edilmigtir (Sekil 4.8.).
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Cizelge 4.12. D,: 65 mm akiskan yatak reaktorde hava plazmasi (20 kHz) sonrasi

findik yuzeyindeki A. parasiticus sporlari

% 80V-20kHz % 90V-20kHz % 100V-20kHz

islem siiresi (460 W) (520 W) (575 W)
(dk) log (kob/g) log (kob/g) log (kob/g)
0 6.76+0.08 6.76+0.08 6.76+0.08
1 5.51+£0.11 5.10+0.13 4.83+0.07
2 5.30+0.15 4.70+0.04 4.56+0.16
3 5.01+0.05 4.57+0.05 4.061£0.19
4 4.75+0.06 4.34+0.11 3.80+0.07
5 4.42+0.08 4.15+0.15 3.64+0.10

4.2.2 Misir Orneklerinde Atmosferik Basing Akiskan Yatak Plazma
Reaktorlerinin Dekontaminasyon Etkisi- Kuru hava

Misir ornekleri ile gergeklestirilen bu grup galismada, findik érnekleri ile yapilan
calismada elde edilen ve en yuksek indirgenmenin elde edildigi plazma
parametreleri “optimum” degerler olarak uygulanmistir. Bolim 4.2.1’de detayl
olarak verilen ve findik kullanilan “en iyilestirme (optimizasyon)” ¢alismalarinda, D+:
49 mm ve D,: 65 mm akigkan yatak reaktorlerde % 100 V- 25 kHz (655 W) plazma
parametresi uygulandiginda, A. flavus ve A. parasiticus spor konsantrasyonlarinda
elde edilen indirgenmenin en fazla oldugu gozlenmis ve bu parametreler optimum
plazma parametresi olarak secilmistir. Bu nedenle, A. flavus ve A. parasiticus ile
kontrollU bir sekilde kontamine edilmis misir érneklerine, atmosferik basing akigkan
yatak plazma sisteminde, D1: 49 mm ve D,: 65 mm reaktorlerde, 25 kHz frekansta;
% 100 V referans voltaj parametrelerinde 1-5 dk suresince, 3000 L/sa hava akis
hiziyla plazma dekontaminasyon iglemi uygulanmistir. Misir 6rnekleri Uzerindeki A.
flavus ve A. parasiticus sporlarinin optimum plazma parametrelerinde uygulanan
dekontaminasyon iglemi sonrasinda logaritmik canh kalma egrileri Sekiller 4.9. ve

4.11.’de gosterilmigtir.
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Sekil 4.9. Misir 6rneginde A. flavus ve A. parasiticus sporlarinin D1: 49 mm akigkan
yatak reaktorde % 100 V- 25 kHz'de (655 W) hava plazmasi sonrasi logaritmik canl

kalma egrisi

Cizelge 4.13. D4: 49 mm akigkan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) hava

plazmasi sonrasi misir érneginde canli kalan kuf sporlari

islem siiresi  A. flavus A. parasiticus
(dk) log (kob/g) log (kob/g)
0 7.00+£0.26 7.12+0.23
1 3.52+0.27 4.67+0.71
2 2.77+0.30 3.78£0.18
3 1.82+0.17 2.641+0.34
4 1.52+0.00 2.34£0.15
5 1.52+0.00 1.92+0.28

Optimum plazma parametrelerinde, Aspergillus sporlari ile kontrolli bir sekilde
kontamine edilmis misir dérneklerine Di: 49 mm reaktorde uygulanan 5 dk hava
plazmasi sonunda, canh A. flavus ve A. parasiticus sporlarinda sirasiyla 5.48 ve
5.20 log (kob/g) birimlik bir indirgenme gozlenmigstir (Sekil 4.9.). Atmosferik basing
akiskan vyatak plazma dekontaminasyon isleminin misir orneklerinde findik
orneklerine gore daha etkili oldugu go6zlenmistir. Bunun sebebi, Sekil 4.10.’da da
acikga goruldugu tzere findik érneklerinin yazeylerinin misira gore daha puruzlu bir

yaplya sahip olmasidir. Plazma teknolojisinin sterilizasyon ve dekontaminasyon
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igslemlerinde kullanimini sinirlayan en buyuk faktor, plazma sirasinda olusan aktif
turlerin penetrasyon oOzelliginin kisitli olmasidir. Bu nedenle plazma igleminin
uygulandigr yuzey ne kadar duz ve puruzsuz olursa, plazma igleminin
dekontaminasyon etkinligini artacaktir. Bazi ¢alismalarda elde edilen sonuglar bizim
g6zlemlerimizi dogrular niteliktedir. Ornegin Hertwig vd. (2015), karabiber
tanelerindeki catlaklar, vyivler ve ¢ukurlarin mikroorganizmalari plazma aktif
turlerinden korumasi sebebiyle direkt plazmanin inaktivasyon etkinligini azalttigini
bildirmiglerdir [235]. Baska bir c¢alismada, plazma ile Geobacillus
stearothermophilus endosporlari polipropilen granuller Gzerinde 5 log ve polipropilen
tabakalarda 4 log birimlik indirgenirken, bugday tanelerinde yuzey topografyasindan
dolayr sadece 1 log birimlik indirgenme saglanabilmistir [270]. inaktivasyon
etkinliklerindeki farkhliklar yuzey yapisinin puruzlulugine dayandiriimistir. Daha ileri
bir arastirmada kolza tohumu, kirmizi turp, dereotu, havug, maydanoz, bugday ve
tane karabiber arasinda karsilastirma yapilarak yuzey topogdrafyalari ile

inaktivasyon kinetikleri arasinda bir korelasyon oldugu bildirilmistir [271].

(b)

Sekil 4.10. Model gida drnekleri (a) findik (b) misir

Plazmanin dekontaminasyon etkisinin, misir 6rnegi yuzeyindeki A. flavus sporlarina
findik yuzeyindekinden daha fazla oldugu gozlenmigtir. Ayni model Ornek
yuzeyindeki farkli kuf turleri Uzerinde plazmanin olduricu etkisi karsilagtiniidiginda,
findik orneginde oldugu gibi, A. flavus sporlari Uzerinde daha etkili oldugu

gOrulmektedir.
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Sekil 4.11. Misir orneginde A. flavus ve A. parasiticus sporlarinin Dz: 65 mm
akiskan yatak reaktorde % 100 V- 25 kHz'de (655 W) hava plazmasi sonrasi

logaritmik canli kalma egrisi

Cizelge 4.14. Dy: 65 mm akigkan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) hava

plazmasi sonrasi misir érneginde canli kalan kuf sporlari

islem siiresi  A. flavus A. parasiticus
(dk) log (kob/g) log (kob/g)
0 7.00+£0.26 7.12+0.23
1 4.21+0.20 4.74+0.35
2 3.55+0.33 3.961£0.12
3 2.98+0.03 3.49+0.10
4 2.5410.16 2.60£0.23
5 1.92+0.17 2.13£0.32

D,: 65 mm akigkan yatak reaktdorde % 100 V- 25 kHz'de (655 W) 5 dk uygulanan
hava plazmasiyla, misir érneklerinde canl A. flavus ve A. parasiticus sporlarinda
sirasiyla 5.08 ve 4.99 log (kob/g) birimlik bir indirgenme gozlenmistir (Sekil 4.11.).
Findik orneklerinde de gozlendigi gibi Di: 49 mm akiskan yatak reaktorde
uygulanan plazma dekontaminasyon isleminin D2: 65 mm akiskan yatak reaktore

gore daha etkili oldugu sonucuna variimigtir.

Ozellikle toksijenik kifler tzerinde plazmanin etkisinin incelendigi calismalar

sinirhidir. Herceg vd. (2014) Aspergillus ochraceus Uzerinde tek elektrotlu atmosferik
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plazma jeti ile 25 kHz'de 5 dk argon plazmasi uygulayarak 3.42 log azalma
saglamiglardir [239]. Baska bir calismada, A. flavus ile kontamine edilmis kirmizi
pul biber 6rneklerine, 900 W gucunde atmosferik azot plazmasi 5 dk boyunca
uygulanmis ve sadece 2.5 log spor/g indirgenme saglanmistir [240]. Suhem vd.
(2013), tahilli atistirmaliklar Gzerinde A. flavus sayimlarinda 3.03 log kob/g azalmayi
5 dk atmosferik argon plazmasi uygulayarak saglamislardir [241]. Dislk basing
soguk plazma sistemi ile findik ylUzeyinde A. parasiticus inaktive etmek igin sulfur
hekzaflorit (SFs) ve hava kullanilmig, ancak plazma igleminin etkinligi dugsuk
kalmigtir. Hava plazmasi ile 5 dk sonunda A. parasiticus uUzerinde sadece 2
logaritmik birimlik bir indirgenme saglanirken, SFs plazmasi ile 20 dk sonunda
ancak 5 log indirgenme elde edilmistir [215]. Benzer bir galisma tohumlarda
Aspergillus spp. ve Penicillum spp. Uzerinde yurutulmus, 15 dk SFs plazmasi ile her
iki tirde de 3 log birimlik indirgenme saglanmistir [216]. Dislik basing plazmasi ile
oksijen ve argon kullanilarak 30 dk sonunda seluloz asetat membranlar yuzeyinde
Aspergillus  brasiliensis konsantrasyonunda 3.45 log birimlik indirgenme
saglanirken, 150 W-5 dk, 300 W-1 dk ve 400 W-15 s plazma uygulamalarinda
argon ve oksijen karisimi kullanilarak 5.4 log indirgenme elde edilmistir. Buna
karsin, dogal olarak kuf ile kontamine olmus fistiklarda 300 W- 1dk argon-oksijen
karisimi kullanilarak olusturulan dusik basing plazmasi ile 2 log indirgenme elde
edilmis ve plazmanin etkinliginin plrizli yizeylerde azaldidi belirtilmistir [217].
Literatirde yapilan g¢alismalar incelendiginde gidalarda bozulmaya sebep olan ve
mikotoksin uUreterek insan saghgini tehdit eden kuiflerin Uzerinde etkili bir
dekontaminasyon iglemi gerceklestiriiememistir. Tez kapsaminda gergeklestirilen
deneyler sonucunda, findik orneklerinde A. flavus ve A. parasiticus sporlarinda 5
dakika atmosferik hava plazma uygulamasi ile en yuksek 4.5 ve 4.19 log (kob/g)
birimlik indirgenme saglanirken misir o6rneklerinde A. flavus ve A. parasiticus
sporlarinda en yuksek 5.48 ve 5.20 log (kob/g) birimlik indirgenme saglanmistir. Bir
dekontaminasyon ya da sterilizasyon isleminin etkili kabul edilebilmesi i¢in 5
logaritmik birimlik indirgenmenin ideal oldugu bilinmektedir [272, 273]. Plazma
igslemi uygulanan 6rnegin surekli bir bicimde hareketlendirilerek bir reaktor icerisinde
akiskanlastiriimasi ve ornegin plazma jeti ile dogrudan temasi plazma prosesinin
dekontaminasyon etkinligini artirdigini  gostermektedir. Dogrudan plazma

uygulamasi, plazma sirasinda olusan yuklu enerjetik pargaciklarla 6rnek ya da

73



mikroorganizmay! karsi karsiya getirmekte ve mikroorganizmalarin daha hizl 6limu

gozlenmektedir [225].

Literatirde bugune kadar gida orneklerinin dekontaminasyonu igin tasarlanan tek
akiskan yatak plazma reaktoru bir dusuk basing plazma sistemidir ve argon/oksijen
karisimi kullanilarak bugday tanelerinin yuzeyinde yapay olarak kontamine edilmig
Bacillus amyloliquefaciens endosporlarini inaktive etmek igin kullaniimistir [255].
Plazma reaktoru icerisinde gerekli vakumu saglama ve tahliye etme
gereksiniminden dolayi 2.59 log birimlik indirgenme 73.5 s etkin plazma uygulama
zamaninda elde edilse de, butin proses 111 dk surmastir. Farkli hedef
mikroorganizma ve sistem 6zelliklerinden dolayi indirgenme oranini kargilagtirmak
olanaksiz olsa da, dusuk basing plazmasinin dogasi geregi dekontaminasyon
prosesi igin gerekli toplam sure ele alindiginda uygulamanin oldukga uzun surdugu
gozlenmigtir. Buna ek olarak, tanelerin ylzey sicakhdr 900 W plazma gucunde
prosesin baglangicindan itibaren 90°C’nin Uzerindedir.

4.2.3 Findik Orneklerinde Atmosferik Basing Akiskan Yatak Plazma
Reaktorlerinin Dekontaminasyon Etkisi- Azot

Atmosferik basing akigkan yatak plazma siteminde, plazma olusturmak igin
kullanilan gaz taranun Aspergillus sporlar Uzerine dekontaminasyon etkisini
incelemek Uzere, optimum plazma parametresinde (% 100 V- 25 kHz- 655 W) azot
gazi kullanilarak D4: 49 mm ve Dy: 65 mm akigkan yatak reaktorlerde findik
orneklerine plazma dekontaminasyon iglemi uygulanmigtir. A. flavus ve A.
parasiticus sporlarinin elde edilen logaritmik canli kalma egrileri Sekiller 4.12. ve

4.13.’te gosterilmigtir.

74



Canli spor sayisi log (kob/g)

o

—=&— A, parasiticus
®— A. flavus

T T T T T
0 1 2 3

Zaman (dk)

Sekil 4.12. Findik 6rneginde A. flavus ve A. parasiticus sporlarinin D4: 49 mm
akiskan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) azot plazmasi sonrasi

logaritmik canli kalma egrisi

Cizelge 4.15. D1: 49 mm akigkan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) azot

plazmasi sonrasi findik 6rneginde canli kalan kuf sporlari

islem siiresi  A. flavus A. parasiticus
(dk) log (kob/g) log (kob/g)
0 6.67+0.03 6.76+0.08
1 3.83+0.11 3.97+0.22
2 3.61+0.06 3.80+0.09
3 3.32+0.12 3.54+0.39
4 2.80+0.15 2.90+0.16
5 2.50+0.15 2.67+0.16

75



—a&— A. parasiticus
o A. flavus

Canli spor sayisi log (kob/g)

o

. — —
0 1 2 3 4 5
Zaman (dk)

Sekil 4.13. Findik drneginde A. flavus ve A. parasiticus sporlarinin Dz: 65 mm
akiskan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) azot plazmasi sonrasi

logaritmik canli kalma egrisi

Cizelge 4.16. D,: 65 mm akigkan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) azot

plazmasi sonrasi findik 6rneginde canli kalan kif sporlari

islem siiresi  A. flavus A. parasiticus
(dk) log (kob/g) log (kob/g)
0 6.67+0.03 6.76+0.08
1 3.89+0.15 4.01£0.20
2 3.60+0.05 3.73+0.33
3 3.43+0.13 3.59+0.13
4 3.24 £0.24 3.38+0.09
5 2.97+0.12 3.19+£0.11

Di: 49 mm akigkan yatak reaktorinde, % 100 V-25 kHz (655 W) plazma
parametrelerinde azot kullanilarak uygulanan 5 dk plazma dekontaminasyon
islemiyle findik drneklerinde, A. flavus ve A. parasiticus sporlarinda sirasiyla 4.17 ve
4.09 log (kob/g) birimlik indirgenme gozlenirken, D,: 65 mm akigkan yatak plazma
reaktorinde ise sirasiyla 3.70 ve 3.57 log (kob/g) birimlik indirgenme gozlenmistir
(Sekil 4.12.-13.). D1: 49 mm akigkan yatak plazma reaktorinde A. flavus ve A.

parasiticus sporlarinda daha fazla indirgenme gozlenirken, A. flavus sporlarinin A.
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parasiticus sporlarina gore plazma dekontaminasyon islemine daya duyarl oldugu
sonucu elde edilmigtir. Bu sonuglar, atmosferik basing akigkan yatak plazma
reaktorinde hava plazmasiyla elde edilen dekontaminasyon verilerini dogrular

niteliktedir.

Aspergillus sporlarinin atmosferik basing akiskan yatak reaktorlerde plazma iglemi
ile dekontaminasyonunda, hava ve azot gazlari ile elde edilen indirgenmeler
kargilastinldiginda hava plazmasinin daha etkili oldugu sonucuna ulasiimistir.
Plazma proses gazi olarak hava kullanildiginda, her birinin mikroorganizma
inaktivasyonuna katkida bulunabileceg@i reaktif atomlar, yukli parcaciklar, reaktif
oksijen tirleri (ROS), reaktif nitrojen tirleri (RNS) ve UV fotonlari olusur [274].
Ancak, atmosferik basing plazmalarinin antimikrobiyel etkisinin buyuk bir kismi
reaktif oksijen ve nitrojen tirlerine (RONS) dayandinimaktadir [275]. Oksijen
varliginda plazma sirasinda olugan reaktif oksijen turlerinin (atomik oksijen (O),
ozon (Ogs), hidroksil radikalleri (OHe)) plazma inaktivasyonunu saglayan 6nemli
bilesenler oldugu ve hucre hasari ve hucre dlumine sebep oldugu bilinmektedir
[192, 225, 269]. Havanin igerdigi oksijenden dolayi, hava plazmasi sirasinda
olusan aktif turlerin hicre Uzerinde olusturdugu zararin, azot gazi ile olusturulan

plazmaya gore daha fazla olmasi bu sekilde agiklanabilmektedir.

4.2.4 Misir Orneklerinde Atmosferik Basing Akiskan Yatak Plazma
Reaktorlerinin Dekontaminasyon Etkisi- Azot

Misir Orneklerinde de, atmosferik basing akiskan yatak plazma sisteminde
kullanilan gaz taranun Aspergillus sporlarn Uzerine dekontaminasyon etkisini
incelemek Uzere, Bolim 4.2.3.'te anlatildigi gibi, optimum plazma parametresinde
(% 100 V- 25 kHz- 655 W) azot gazi kullanilarak plazma olusturulmus, D1: 49 mm
ve D,: 65 mm akigkan yatak reaktorlerde dekontaminasyon islemi uygulanmistir. A.
flavus ve A. parasiticus sporlarinin elde edilen logaritmik canli kalma egrileri Sekiller

4.14. ve 4.15.’te gosterilmistir.
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Sekil 4.14. Misir orneginde A. flavus ve A. parasiticus sporlarinin D4: 49 mm
akiskan yatak reaktdorde % 100 V- 25k Hz'de (655 W) azot plazmasi sonrasi

logaritmik canli kalma egrisi

Cizelge 4.17. D1: 49 mm akigkan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) azot

plazmasi sonrasi misir érneginde canli kalan kuf sporlari

islem siiresi  A. flavus A. parasiticus
(dk) log (kob/g) log (kob/g)
0 7.00+0.26 7.12+0.23
1 4.151£0.05 4.58+0.38
2 3.36+0.34 3.45+0.33
3 2.56+0.09 2.77+0.30
4 2.49+0.08 2.62+0.12
5 2.38+0.12 2.44+0.14
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Sekil 4.15. Misir orneginde A. flavus ve A. parasiticus sporlarinin Dz: 65 mm
akiskan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) azot plazmasi sonrasi

logaritmik canli kalma egrisi

Cizelge 4.18. D,: 65 mm akigkan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) azot

plazmasi sonrasi misir érneginde canli kalan kuf sporlari

islem siiresi  A. flavus A. parasiticus
(dk) log (kob/g) log (kob/g)
0 7.00+£0.26 7.12£0.23
1 4.16x0.25 4.52+0.26
2 3.121+0.23 3.38+0.29
3 2.7320.10 2.81+0.10
4 2.5410.13 2.62+0.17
5 2.46x0.13 2.49+0.22

Misir orneklerine Djq: reaktorunde, 655 W

parametresinde 5 dk uygulanan azot plazmasi sonunda, A. flavus ve A. parasiticus

49 mm akigkan vyatak plazma

sporlarinda sirasiyla 4.62 ve 4.68 log (kob/g) birimlik indirgenme saglanirken (Sekil
4.14.), D2: 65 mm akiskan yatak reaktorinde ise sirasiyla 4.54 ve 4.63 log (kob/g)
birimlik indirgenme saglanmistir (Sekil 4.15.). D1: 49 mm akigkan yatak plazma
reaktorinde A. flavus ve A. parasiticus sporlarinda daha fazla indirgenme
gozlenirken, A. flavus ve A. parasiticus sporlarinda gozlenen indirgenme birbirine

oldukga yakindir. Findik drneginde oldugu gibi atmosferik plazma sisteminde hava
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plazmasinin azota gbre Aspergillus turleri Uzerindeki inaktivasyon etkisinin daha

fazla oldugu gozlenmisgtir.

4.3 Gida Orneklerinin Dogal Florasi Uzerinde Plazma Dekontaminasyon

Etkisinin Belirlenmesi

Model gida orneklerinin dogal yluzey florasinda bulunan TAMB ve kiuf-maya yuku

kob/g cinsinden belirlenmis ve Cizelge 4.19'da verilmigtir.

Cizelge 4.19. Gida orneklerinin dogal florasinda bulunan mikroorganizma

konsantrasyonlari

TAMB TAMB Kiif-Maya Kif-Maya

(kob/qg) log(kob/g) (kob/qg) log(kob/qg)
Findik 1.88+0.78*10° 3.27+0.17 2.82+0.18*10° 3.45+0.03
Misir 1.17+0.49*10° 3.07+0.20 6.91+2.48*10° 3.84+0.18

Findik ve misir orneklerinin dogal yuzey florasinin inaktivasyonu amaciyla,

atmosferik basing akiskan yatak plazma sisteminde, optimum plazma parametresi
olarak secilen D1: 49 mm akiskan yatak reaktorde % 100 V -25 kHz (655 W) plazma

parametrelerinde 1-5 dk suresince, 3000 L/sa hava akis hiziyla plazma

dekontaminasyon islemi uygulanmistir.

Optimum plazma

parametrelerinde

uygulanan dekontaminasyon islemi sonrasinda ornek yuzeylerinin dogal florasinda

bulunan kuf-maya ve TAMB’lerin logaritmik canli kalma edrileri Sekiller 4.16. ve

4.17.’de gosterilmigtir.
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Sekil 4.16. Findik 6rneginin dogal florasindaki mikroorganizmalarin D4: 49 mm
akiskan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) hava plazmasi sonrasi

logaritmik canli kalma egrisi

Findik orneklerine optimum parametrede (D1: 49 mm, % 100 V — 25 kHz (655 W),
hava) 5 dk boyunca uygulanan hava plazmasinin 2. dakikasindan sonra canli
TAMB ile kuf ve maya hucresi hucresi saptanamamigtir. Findik ylzeyinin dogal
florasinda bulunan TAMB hucrelerinde 3.27 log (kob/g) ve kuf-maya hucrelerinde
3.45 log (kob/g) birimlik indirgenme 2 dk plazma iglemi ile saglanmigtir (Sekil 4.16.).

Misir
4 -
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Sekil 4.17. Misir 6rneginin dogal florasindaki mikroorganizmalarin Di: 49 mm
akiskan yatak reaktorde % 100 V- 25 kHz'de (655 W) hava plazmasi sonrasi

logaritmik canli kalma egrisi
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Misir orneklerinde ise, optimum parametrede (D1: 49 mm, %100 V — 25 kHz, 655
W) 5 dk uygulanan hava plazmasinin 3. dakikasinindan sonra canlh TAMB ile kuf ve
maya hucresi saptanamamigtir. Misir yuzeyinin dogal florasinda bulunan TAMB
hdcrelerinde 3.07 log (kob/g) ve kuf-maya hucrelerinde 3.84 log (kob/g) birimlik bir

indirgenme 3 dk plazma iglemi ile saglanmigtir (Sekil 4.17.).

Uygulanan atmosferik basing akiskan yatak plazma iglemi ile gida oOrneklerinin
yuzeyinde dogal olarak bulunan mikrofloranin 3 dakika sonunda ortadan kalkmasi,
bu prosesin toksijenik olmayan karigik bir mikroflora Uzerinde de etkili oldugunu

gOstermektedir.

4.4 Mikroorganizmalara Ait D-degerlerinin Belirlenmesi

D-degeri; ortamdaki baslangic mikroorganizma konsantrasyonunun % 90’inin
indirgenmesi igin gerekli olan suredir. A. flavus ve A. parasiticus kuflerine uygulanan
farkli parametreler sonucunda elde edilen logaritmik canli kalma egrilerinin
verilerinden faydalanarak D-de@erleri hesaplanmigstir (Cizelge 4.20-21.). Buna goére,
en ¢ok indirgenmenin goézlendigi optimum parametre olan % 100 V-25 kHz'de (655
W) elde edilen D-de@eri en kuguktur. Yani, bu parametrelerde A. flavus ve A.
parasiticus’un basglangi¢ konsantrasyonunu % 90 azaltmak (1 logaritmik birimlik

azalma) igin gerekli olan sure digerlerine gore daha kisadir.

Cizelge 4.20. Findik 6rnegine uygulanan farkli proses parametrelerinde A.flavus ve

A. parasiticus turlerine ait D-degerleri

Hava plazmasi

Findik D1:49 mm D,: 65 mm
D- degerleri (dk) A. flavus  A. parasiticus  A. flavus A. parasiticus
25kHz % 100V 1.11 1.19 1.31 1.33
% 90 V 1.37 1.44 1.45 1.52
% 80 V 1.47 1.58 1.66 1.70
20kHz % 100V 1.42 1.44 1.55 1.60
% 90 V 1.63 1.74 1.81 1.92
% 80 V 1.75 1.90 1.93 2.14
Azot plazmasi
25kHz % 100V 1.20 1.22 1.35 1.40
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Cizelge 4.21. Misir 6rneklerine uygulanan optimum plazma parametresinde A.flavus

ve A. parasiticus turlerine ait D-degerleri

Misir Hava plazmasi Azot plazmasi
D- degerleri (dk)

655 W (25 kHz-% 100 V) D1: 49 mm D,: 65 mm D1: 49 mm D2: 65mm
A. flavus 0.91 0.99 1.08 1.10
A. parasiticus 0.96 1.00 1.07 1.08

Atmosferik basing plazmalarin inaktivasyon etkisi Uzerine yapilan galigmalar D-
degerinin  onemli Olgude degigebilecegini ve canli kalma egrilerinin
mikroorganizmalarin turiine, mikroorganizmalarin bulundugu ortama ve plazma
olusturma sekline (direk ya da indirekt) gore farkli sekillerde olabilecegi ortaya
konmustur. Inorganik materyaller (izerinde ¢ok gesitli mikroorganizmalarin
inaktivasyonu igin gerekli D-degerleri 2 s ile 5.5 dk arasinda degismektedir [276].
Dusuk basing plazmasi ile yapilan bir galismada ise, A. parasiticus igin D-degerleri
proses gazi olarak SFg ve hava kullanildiginda sirasiyla 1.1 dk ve 4.2 dk elde
edilmistir [215].

4.5 Depolama isleminin A. flavus ve A. parasiticus Sporlari Uzerine Etkisi

Atmosferik basing akiskan yatak plazma reaktdrinde optimum parametrede [D+: 49
mm; 655 W (% 100 V- 25 kHz)] hava plazmasi uygulanan findik ve misir érnekleri
ile plazma iglemi uygulanmayan kontrol ornekleri 25°C ‘de 30 gun suresince
depolanmigtir. Kontrol ornekleri olarak, findik ve misir érnek yuzeylerine, optimum
plazma dekontaminasyon isleminden sonra orneklerin yuzeyinde canli kalan
Aspergillus sporlarinin  konsantrasyonunda (= 2 log (kob/g)) olacak sekilde
Aspergillus sporlarinin kontrolli bir sekilde kontaminasyonu gergeklestiriimis ve
plazma islemi uygulanmadan depolama iglemine alinmistir. Depolama islemi
baslangicinda ve sonunda orneklerin yuzeyindeki canli kalan A. flavus ve A.

parasiticus spor sayimlari Sekiller 4.18. ve 4.19.’da gosterilmistir.
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Findik

I Kontrol
75 [ Kontrol 30. giin
[1Plazma 6ncesi (Baslangig)
[ Plazma sonrasi (0. giin)
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Sekil 4.18. Kontrol ve plazma iglemi uygulanmig findik orneklerinde Aspergillus

sporlarinin 25°C-30 gun depolama sonrasi canliliklari
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A.flavus A.parasiticus

Sekil 4.19. Kontrol ve plazma iglemi uygulanmis misir drneklerinde Aspergillus spp.

sporlarinin 25°C-30 gun depolama sonrasi canliliklari
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Bu sonuglara gore, depolama kosullari altinda hem findik hem de misir kontrol
orneklerinin yuzeyindeki Aspergillus sporlari gelismeye devam etmistir. Depolama
sonrasinda kontrol findik 6rneklerinde A. flavus ve A. parasiticus sayilarinda % 115
ve % 76 artis gozlenirken, kontrol misir 6rneklerinde ise sirasiyla % 193 ve % 116
artis gozlenmistir. Ancak atmosferik basing akiskan yatak plazma sisteminde

dekontaminasyon prosesi sonrasi 30 gun boyunca depolanan &rneklerin
yuzeyindeki canli Aspergillus spor sayisi 0. gine azalmistir. Depolama sonrasinda
plazma iglemi uygulanmig findik orneklerinde A. flavus ve A. parasiticus sayilarinda
% 5 ve % 10 azalma gozlenirken, misir drneklerinde ise % 10 ve % 33 azalma

gozlenmisgtir.

Sonu¢ olarak plazma prosesinin Aspergillus sporlarinda neden oldugu hasarin
gegcici olmadigi, sporlarin yapisinda meydana gelen zararli etkinin 30 gin depolama
boyunca onarilamadidi ve aksine plazma islemi sonrasinda yuzeyde kalan sporlar

da hasarl olduklarindan canh spor sayisinin azaldigr gozlenmigtir.

Cizelge 4.22. Kontrol ve plazma islemi uygulanmig gida orneklerinde 25°C-30 gun

depolama oncesi ve sonrasi Aspergillus sporlarinin konsantrasyonlari

Findik Misir

log(kob/g) A. flavus A. parasiticus A. flavus A. parasiticus

Kontrol (0.gun) 2.52+0.23 2.50+0.12 1.93+0.10 1.95+0.04
Kontrol (30.gln) 541+0.14 4.39+0.04 5.66+0.06 4.22+0.13
Plazma 6ncesi 6.67+£0.03 6.76£0.08 7.00+0.26  7.12+0.23
Plazma sonrasi (0.gun) 2.17+0.15 2.57+0.06 1.52+0.00 1.92+0.28
Plazma sonrasi (30.gun) 2.07+0.09 2.31+0.11 1.37+0.08  1.29+0.18

Sonuglara bakildiginda, ayni depolama kosullarinda plazma islemi goérmemis kuf
sporlari model gida Ornekleri yuzeyinde gelisirken, plazma islemi uygulanan gida
orneklerinin yuzeyinde, islem sonrasinda Aspergillus sporlari kalmasina ragmen
depolama suresince sayilari artmamis aksine azalmistir. Model gida érneklerinin su
aktivitelerinin 0.50-0.60 aralhidinda oldugu g6z 6nunde bulunduruldugunda, kuflerin
gelisimi i¢in kullanilan besiyerinin sagladigi optimal kosullarin 6rnek yuzeylerinde
olusmadigr depolama sonrasi kuf spor sayimlarindan da gorllmektedir. Saf
Aspergillus kulturleri besiyerinde gelistirildiginde konsantrasyonlari = 7 log (kob/mL)

birime kadar ¢ikabilirken, plazma iglemi gérmemis kontrol gida ornekleri ylzeyine =
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2 log konsantrasyonunda inokule edilmis kuf sporlarinin sayisi 30 gin depolama

sonrasinda bile = 4-5 log (kob/g) birimlere ancak ¢ikabilmigtir.

Bunun yani sira, plazma iglemi sonrasinda gida ornekleri yuzeyinde kalan kuf
sporlarinin depolama suresince oOrnek yuzeyinde gelisememesi, bu sporlarin
plazma islemi sonrasinda canli oldugu halde hucrelerinin hasarli olmasiyla
aciklanabilmektedir. Bunu dogrulamak amaciyla inhibtor etki gostererek kuf
gelisimini  sinirlandirdigi  bilinen koruyuculardan vyararlanilarak modifiye besi
ortamlari hazirlanmistir. Buradaki ana amag, plazma sonrasi 6rnek ylzeyinde kalan
Aspergillus sporlarinin canh fakat hasarli oldugu ve bu nedenle ayni depolama
kosullarinda iglem goérmemis orneklerde Aspergillus turleri gelisebilirken plazma
islemi gormls orneklerde gelisemedigini ortaya koymaktir. Optimum koruyucu
konsantrasyonu varliginda, saglikli ve iglem goérmemis Aspergillus sporlari ile
plazma sonrasi hasar goren sporlarin ayirt edilmesi amaglanmistir. Bu amagla
sodyum benzoat (SB) ve potasyum sorbat (PS) farkli konsantrasyonlarda YGC agar
bilesimine katilarak modifiye besiyerleri hazirlanmigtir. On denemelerde, islem
gormemis A. flavus ve A. parasiticus spor solusyonlarindan kontrol ve modifiye
YGC agar besiyerlerine tek nokta ekim yontemi ile inokulasyonlari gergeklestirilmis
ve 25-28°C’de inkubasyona birakilarak olusturduklari koloni gaplari takip edilmis ve
Aspergillus turlerinin koloni geligsiminin inhibisyonunda potasyum sorbatin sodyum
benzoata gore daha etkili oldugu gozlenmistir. Bu nedenle, deneylere degisen
konsantrasyonlarda PS kullanilarak modifiye edilen YGC agar besiyerleri ile devam
edilmistir. Yapilan g¢alismalarda, potasyum sorbatin kuf gelisimi inhibisyonunda pH
ve a, gibi fiziksel kosullardan bagimsiz olarak en uygun zayif asit koruyucu olarak
tanimlanmistir [106]. Aspergillus tirlerinin farkli konsantrasyonlarda SB ve PS
kullanilarak modifiye edilen YGC agar besiyerlerindeki koloni gelisimlerinin
fotograflari Ek-2'de detayli olarak verilmigtir. islem gérmemis A. flavus ve A.
parasiticus spor solUsyonlarindan kontrol ve farkli konsantrasyonlarda PS ile
modifiye edilmis YGC agar besiyerlerine tek nokta ekim yontemi ile inokulasyonlari
gerceklestiriimis ve 25-28°C’de inkubasyonun 7. gunundeki koloni gelisimleri Sekil
4.20.’de verilmigtir. YGC agar besiyerine eklenen PS konsantrasyonu arttikga, A.
flavus ve A. parasiticus turlerinin geligimini daha fazla inhibe ettigi koloni

caplarindaki azalmalarla ortaya konmustur (Cizelge 4.23.).
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Sekil 4.20. Kontrol ve modifiye YGC agar besiyerlerinde 25-28°C 7 gln inkiibasyon
sonunda koloni gelisimleri (a) A. flavus (b) A. parasiticus

Cizelge 4.23. Modifiye YGC agar besiyerlerinde gelisen kolonilerin kontrol YGC
agar besiyerine gore 25-28°C 7 gun inklibasyon sonunda koloni caplarindaki

azalma
Koloni ¢api YGC YGC YGC
% azalma +%025PS +%050PS +%1PS
A. flavus 20 30 51
A. parasiticus 18 29 51

Kontrol grubu olarak A. flavus ve A. parasiticus saf kilturlerinden =7 log (kob/mL)
konsantrasyonunda spor soltusyonlari Bolum 3.3.1’de anlatildigi gibi hazirlanmig ve
bu solisyonlardan hem YGC agar besiyerine hem de PS kullanilarak modifiye
edilen YGC agar besiyerlerine sayim yapmak amaciyla ylzeye yayma ydntemiyle
ekimler gergeklestiriimis ve sayim sonuglari Sekil 4.21’de gosterilmistir.
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B YGC
I YGC+ % 0.25 PS
8 [C_1YGC+ % 0.50 PS
[ YGC+ % 1 PS
[ 1YGC+%2PS

Canli spor sayisi log (kob/mL)

0- I I
A. flavus A. parasiticus

Sekil 4.21. Plazma iglemi uygulanmamig A. flavus ve A. parasiticus’un kontrol ve PS
ile modifiye edilmis YGC agar besiyerlerindeki gelisimleri

Sekil 4.21.‘de goéruldiugu Gzere, plazma islemi gérmemis Aspergillus sporlari % 0.25
-1 konsantrasyonlarinda PS bulunan YGC agar besiyerlerinde gelisirken, % 2 PS
iceren YGC agarda gelisememistir. Bu durumda, islem gormemis Aspergillus
tirlerinin % 1’e kadar PS varliginda gelisebildigi ve bu konsantrasyondaki PS’nin
kontrol kif hicrelerine inhibitor etki gostermedigi gézlenmistir. YGC agara % 2 PS
eklenerek modifiye edilen besiyerinde ise islem gormemis Aspergillus sporlarindaki
ureme, PS’nin gosterdigi inhibitor etkisinden dolayi diger besiyerlerindeki iremenin
cok altinda kalmigtir. Bu besiyerlerindeki Aspergillus turlerinin koloni gelisimleri
Sekil 4.22.°de, kontrol ve PS ile modifiye edilen YGC agar besiyerlerinin pH
Olcimleri Cizelge 4.24 ’te verilmistir.
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Sekil 4.22. Kontrol ve PS ile modifiye edilmis YGC agar besiyerlerinde 25-28°C 7

gln inkiibasyon sonunda islem gérmemis (a) A. flavus (b) A. parasiticus gelisimleri

Cizelge 4.24. Besiyerlerinin pH olgimleri

Besiverler YGC YGC + YGC + YGC+  YGC+
y (kontrol) % 0.25PS  %0.50PS  %1PS  %2PS
pH (41°C) 6.48 6.54 6.58 6.65 6.81

Ayni besiyerlerine, optimum parametrede (655 W hava plazmasi, Dy: 49 mm
reaktdr) plazma islemi uygulanmis gida o6rneklerinin ylzeyinde kalan sporlarin
sayimi amaciyla daha once Bolum 3.5.’te anlatildigi gibi ekimler gergeklestiriimis ve
sonuglar Sekil 4.22.’de verilmigtir.
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Sekil 4.23. Plazma islemi sonrasi findik ve misir érnekleri yuzeyinde kalan A. flavus
ve A. parasiticus’'un kontrol ve PS ile modifiye edilmis YGC agar besiyerlerinde
gelisimi

Sonuglardan agikga goruldugu Uzere, % 0.25-0.50 PS iceren YGC agar
besiyerlerinde kontrol YGC agar besiyerine goére, plazma iglemi uygulanmis
Aspergillus turlerinin gelisiminde 6nemli farklar gézlenmezken, % 1 PS iceren YGC
agar besiyerinde, plazma iglemi uygulanmis Aspergillus tarleri ortamdaki inhibitor
etki nedeniyle ya hi¢ Ureyememis ya da kontrol YGC agar besiyerine gore ¢ok daha
az Uremislerdir. Hig Ureme goOzlenmeyen modifiye besiyerlerinde, uygulanan
yontemin tespit sinin 1 log (kob/g-mL) oldugu igin grafikte bu sinirin altinda
gOsterilmistir. Plazma iglemi uygulanmamis kontrol Aspergillus sporlart % 1 PS
varliginda gelisebilirken, plazma iglemi uygulanan Aspergillus sporlari ayni
konsantrasyondaki PS varliginda gelisememistir. Plazma sonrasi 6rnek yuzeyinde
kalan sporlarin canl ancak hasarli olmasi sebebiyle, % 1 PS inhibitor etki
gostermigtir. Gida orneklerine uygulanan plazma islemi sonrasi hasar gormusg kuf
sporlarinin depolama boyunca 6rnek yuzeyinde sayilarinin artmamasi, hacrelerin

hasarli olmasi sebebiyle sadece canliliklarini korumasi ile agiklanabilmektedir.

90



4.6 Termal Goruntiileme

Findik drneklerinin plazma jetinin 6nunden gegisleri sirasinda yluzeyinde olusan
sicaklik, plazma dekontaminasyon prosesi suresince (300 s) uygulanan tim plazma
parametrelerinde bir termal kamera ile goruntilenmistir. Degisen plazma
parametreleri ile islem goren findik orneklerinin sicaklik zaman profilleri Sekil
4.24 ’te gosterilmigtir. Plazma islemi uygulanan findiklarin ortalama sicakliklar
Olciimustur. Findik ylzeyinde olusan sicakhgin tum plazma parametrelerinde
proses boyunca ortalama 35-90°C araliginda degistigi gozlenmistir. Termal kamera
ile elde edilen goruntulere goére findik yuzey sicakhdinin 90°C’ye ulastigi
dusunulebilir, ancak dizayn ve goruntu isleme teknigine gore bu sicaklik sadece tek
bir alanla iligkilendiriimemelidir. Reaktorin alt kisminda, findik oérnekleri plazma
jetinin onunden gegerken Ornek yuzeyinde ani sicaklik artiglari gozlense de,
akiskanlastirma sirasinda ornekler reaktorin Ust kisimlarina surekli hava akimi ile
tasindiginda daha ilimh sicakhk farkliliklari goézlenmistir. Findiklarin  ylzey
sicakliklari 90°C’ye ulagsa da, findik tanesinin govde sicakhginin bu seviyelerde
olmadigi varsayilmaktadir. Ortalama sicaklik verileri, findik yuzeyi ve zorunlu olarak
paslanmaz gelik 1zgara ile cam reaktoru igerirken, plazma jetinin digarida birakildigi
bir alandan elde edilmistir. Sicaklik olgumunu etkileyecek cevresel faktorler
olabildigince o©nlense de, elektromanyetik radyasyon esasina dayali sicaklik
Olcimune girisim yapabilecek etkenler, 6rnegin; reaktor igerisinde plazma olusumu
sirasinda olusan radyasyon, yuksek IsI kapasitesi nedeniyle isindiktan sonra hizl
soguyamayan cam reaktor ve paslanmaz celik 1zgara gibi, sicaklik dlgimunin
yapildigi ortamda bulunmaktadir. Butin bunlarin diginda, dekontaminasyon
prosesinin gerceklestigi akigskan yatak plazma reaktorinde, plazma islemi suresince
sicaklik 45°C’nin altinda kalmigtir ve bu da Ornegin besinsel ve organoleptik

Ozelliklerini ve kalitesini etkilemeyecek duzeydedir.
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Sekil 4.24. Farkli plazma parametrelerinde elde edilen sicaklik profilleri

4.7 Termal Prosesin Aspergillus Sporlari Uzerine Etkisi

Atmosferik basing akigkan yatak plazma prosesi slresince orneklerin yuzeyinde
olusan sicakligin A. flavus ve A. parasiticus sporlari Uzerindeki inaktivasyon etkisini
incelemek amaciyla, findik orneklerine 100°C kuru sicak havada 5 dk boyunca
termal proses uygulanmistir. Buradaki ana hedef, kuf sporlarinda plazma
dekontaminasyon prosesi sonucunda gozlenen indirgenmeye uygulama sirasinda
olusan sicakligin degil, plazma aktif turlerinin 6lduricu etkisinin sebep oldugunu
gOstermektir ve bu sebeple normal proses kosullarinda olugsmayan ve ornekler igin
olasi en olumsuz ve siddetli sartlar saglanmigtir. Findik Orneklerine uygulanan
termal proses oOncesi ve sonrasi elde edilen canli spor sayilari Sekil 4.25.te
gOsterilmektedir. 100°C’de 5 dk suresince uygulanan termal prosesin, A. flavus ve
A. parasiticus’'un baglangi¢ spor konsantrasyonunu logaritmik bazda degistirmedigi
acikca gorulmektedir. Bu sonug, atmosferik basing akigkan yatak plazma
sisteminde kuf sporlarinda elde edilen indirgenmenin sadece plazma islemi ile
saglandigini dogrulamaktadir. Termal proses sirasinda duragan bir ortamda
konduksiyonla isi transferinin gergeklesirken, buna karsin plazma prosesi sirasinda
findik drneklerinin hareketli bir ortamda sicakhginin degisken oldugu g6z oninde

bulundurularak sonuglar degerlendirilmelidir.



I Baslangig

] Termal proses sonrasi

Canli spor sayisi log (kob/g)

A.flavus A.parasiticus

Sekil 4.25. 100°C (kuru sicak hava) -5 dk uygulanan termal proses oOncesi ve

sonrasi canli Aspergillus turlerinin canli spor sayilari

Dogada yaygin olarak bulunan Aspergillus ve Penicillium cinslerini barindiran
Eurotiales familyasinda bulunan birgok kuf, cinsel spor olan askosporlar Uretirler ve
bunlar yiksek sicakliklara [277] ve kurakliga [278] dayanikhdirlar. Baska asiri
streslere de direng gosterebildiklerinden, bilinen en dayanikli dkaryotik hucrelerdir.
Ornegin, Neosartorya fischeri, Aspergillus telemorfu, sulu bir ortamda 85°C’de 10
dakikadan fazla canli kalabilmektedir [279, 280]. Ayrica, bagil nemi % 0.5'in
altinda olan ortamda 60°C’de 7 ginden fazla dayanabilmektedirler [278]. Bu
Ozellikleri N. fischeri gibi kuflerin yuksek sicakliklar gibi olumsuz ¢evre kosullarinda
canh kalabilmelerini saglamaktadir. Alternatif olarak, bu askosporlar pastorizasyon
gibi gida muhafazasi igin uygulanan iglemlerde bile canli kalabilmektedirler. Kalin
hicre duvari, yuksek viskozite, mannitol ve trehaloz gibi koruyucu ¢ozunenlerin
birikimi gibi faktorler askosporlarin stress dayanikhlidini desteklemektedir [277,
278]. Ayrica pH, su aktivitesi ve koruyucularin varligi gibi faktorler de sicaklik
direncini oldukga etkilemektedir [281].

Literaturde, A. flavus ve A. parasiticus’'un 100°C’deki D-degerleri Gzerine yapilan bir
c¢alisma bulunmasa da, farkl kosullar altindaki sicaklik direngleri bir ka¢ arastirmaci
tarafindan calisilmistir. A. parasiticus sporlarinin % 16 NaCl (0.90 a,) ortaminda Dss
degeri 230 dk, % 60 glukoz (0.85 ay) ortaminda 210 dk ve % 60 sakaroz (0.90 ay)
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ortaminda 200 dk iken, A. flavus sporlarinin notral pH ve yuksek a,’ de Ds, degeri
40-45 dk olarak verilmis ve ay yukseldikce bu degerlerin daha dusuk oldugu
belirtiimistir [18, 19].

4.8 Plazma Dekontaminasyon isleminin Kiif Sporlarinin Morfolojik Yapisi

Uzerine Etkisi- Taramali Elekron Mikroskobu Goériintuleri (SEM)

Atmosferik basing plazma dekontaminasyon igleminin A. flavus ve A. parasiticus
sporlarinin  morfolojik yapilari UGzerine etkilerini incelemek amaciyla Taramali
elektron mikroskobu kullaniimistir. A. flavus ve A. parasiticus turlerinin plazma
oncesi ve plazma sonrasi SEM goruntuleri Sekil 4.26.(a-d) ve Sekil 4.27.(a-d)'de
gOsterilmistir. Sekil 4.26b'de A. flavus’un atmosferik plazma islemi ile phialide ve
konidiofor yapisinin zarar gordugu agik¢a gorulmektedir. Ayrica plazma igleminin A.
flavus sporlarina verdigi hasar Sekiller 4.26.c ve 4.26.d de gosterilmigtir. Spor
hdcrelerinin batunldginin tamamen bozuldugu ve hucre igeriginin ortama yayildigi

gOzlenmektedir.

Sekil 4.27.(b-d)’de goruldugu Uzere de, plazma islemi sonrasi, A. parasiticus
sporlarinin  geometrik seklinin  degistigi, spor hucrelerinin  plazma igleminin
olusturdugu hasar ile butinligunin bozuldugu agikga gorulmektedir. Ayrica iglem
gormemis sporlar ayri ayri gozlenirken, plazma iglemi sonrasinda hucreler
pargalanmasi ve iceriklerinin ortama yayillmasindan dolayr kumeler halinde
g6zlenmistir. SEM sonuglari, hicrelerin 6lumine yol agan, yapilarinda meydana

gelen buyuk degisimleri agikga gostermektedir.

Aspergillus turlerinin inaktivasyonu Uzerinde c¢alisan diger arastirmacilarin
calismalari incelendiginde, bazilari plazma uygulamasi ile spor hicrelerinde olusan
hasari sadece bir basit 151k mikroskobu ile ortaya koymuslardir [215, 241], ancak
preparat hazirlanirken bile dikkatli olunmadigi takdirde kufun yapisina zarar
verilebildiginden bu goruntileme yontemi yeterli degildir. Bagka bir calismada ise A.
niger sporlarinin oksijen plazmasi sonrasi pargalandigi ve birbirlerine yapistigi tipik

SEM gorintdleri ile kanittanmistir [282].
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3 5
7/2014 HV mag / det | spot 30 uym

WD det | spot 30 ym ———— 1]
METU CENTRAL LAB :59 AM [20.00 kV|3 500 x|20.9 mm|ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB

20.00 kV|3 084 x|20.9 mm|ETD| 3.0

&
g WD det | spot| ——— 30 ym ——— 12 HV mag WD det | spot —5um
AM |20.00 kV|3 750 x|21.0 mm|ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB 39 M |20.00 kV| 15 000 x |20.9 mm|ETD | 3.0 METU CENTRAL LAB

ma

Sekil 4.26. Taramali elektron mikrografileri (a) kontrol A. flavus (plazma iglemi
uygulanmamis), (b)(c)(d) Plazma uygulamasi sonrasi A. flavus ve sporlari
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12014 HV mag WD
27 AM |20.00 kV| 10 000 x|21.0 mm|ETD | 3.0

11/27/2014 HV mag Wi 30 uym WD det | spot 10 pm

11:45:28 AM | 20.00 kV|3 500 x|21.0 mm|ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB M | 2 x|21.0 mm|ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB

Sekil 4.27. Taramali elektron mikrografileri (a) kontrol A. parasiticus (plazma iglemi

uygulanmamisg), (b)(c)(d) Plazma uygulamasi sonrasi A. parasiticus sporlari
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5 YORUM

Bu tezin amaci “Laboratuvar ortaminda kontrolll bir sekilde aflatoksin Ureten kuf ile
kontamine edilmis model gida orneklerinde, kif konsantrasyonunun tim yuzeyde
etkin bir sekilde en kisa suirede minimuma indirilmesi ve bu dogrultuda kullanilacak
dusuk sicaklik - atmosferik basing plazma reaktérinun tasarimi ve uygulanan
atmosferik basing plazma sterilizasyon yonteminin uygulama parametrelerinin
optimizasyonu”dur. Tez suresince yapilan deneyler kapsaminda elde edilen

sonuglar asagida 6zetlenmisgtir.

* Atmosferik basing plazma sisteminin geometrisine uygun, ayni L/D oranina
sahip iki farkl ¢apta akiskan yatak reaktor tasarlanarak cam malzemeden
imal edilmis ve sistemin kurulmasi igin gesitli dizenekler (paslanmaz celik
stand ve homojen hava sirkulasyonunu saglamak icin 1zgara, kompresor
girisi igin piring aparat) dizayn edilerek atmosferik basing akiskan yatak
plazma sistemi kurulmustur.

* Findik orneklerine kontrolli bir sekilde kontamine edilen A. flavus ve A.
parasiticus sporlarinda, Di: 49 mm akiskan vyatak reaktorde “hava”
kullanilarak optimum plazma parametresi olan % 100 V-25 kHz (655 W)'de
uygulanan plazma iglemiyle 5 dk sonunda 4.50 ve 4.19 log (kob/g) birimlik
indirgenme saglanmigtir. D2: 65 mm reaktorde ise, ayni kogullarda A. flavus
ve A. parasiticus sporlarinda 3.82 ve 3.75 log (kob/g) birimlik indirgenme

saglanmistir.

Tasarlanan reaktorde akiskanlagsmayl saglayan ve kritik akiskanlasma hizinin
Uzerinde olan hava akis hizinin sabit tutuldugu, fakat reaktdr gapinin arttinldigi
durumda, yatak icerisindeki partikullerin gizgisel hizi azalmaktadir. Bu durumda
partikuller, olusan plazma jetine daha yakin hareket edecekleri igin plazmanin
dekontaminasyon etkisinin model Ornekler Gzerinde artmasi beklenebilir. Ancak
sonuglardan goruldugu Uzere, akigkan yatak reaktorin capi arttikga, plazmanin
ornekler Uzerindeki dekontaminasyon etkisi azalmigtir. Bu durum, reaktor capi
geniglediginde partikillerin daha genis bir alanda hareket kazanmasi ve ilk reaktore
gore plazma jetinin 6nunden daha az sayida ge¢gmis olmasi ile agiklanabilir. Bu
konuda partikullerin birbiri ile garpigsma olasiliklarinin azalmasi fizigin temel “olasilik
yogunluk fonksiyonlar” ile agiklanabilir. Ayrica, reaktor ¢api arttiginda, daha buyuk

bir hacimde ayni parametrelerde olusturulan plazma sirasinda meydana gelen
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plazma aktif bilegenlerinin yogunlugu azaldigindan, éldurucu etkilerinin azalmasiyla

da aciklanabilir.

Atmosferik kogullarda, taneli gida materyallerinde plazma dekontaminasyon
isleminde mumkudn olan en kisa surede, en ylUksek indirgenme hedeflendiginden
plazma islemi 5 dk sure ile sinirlandiriimigtir. Ayrica logaritmik canli kalma
egdrilerinden de goruldugu uzere, Aspergillus sporlarinin 6lum egrilerinin dogrusal
olmamasi ve toplam dekontaminasyon iglemi birden fazla inaktivasyon fazindan

olusmasi nedeniyle plazma iglem suresi daha fazla artirnimamistir.

* Misir drneklerine A. flavus ve A. parasiticus sporlarinda, D4: 49 mm akigkan
yatak reaktorde % 100 V-25 kHz'de (655 W) uygulanan 5 dk hava
plazmasiyla, 5.48 ve 5.20 log (kob/g) birimlik indirgenme saglanirken, D2: 65
mm reaktdrde ise, ayni kosullarda A. flavus ve A. parasiticus sporlarinda

5.08 ve 4.99 log (kob/g) birimlik indirgenme saglanmigtir.

Atmosferik basing akigkan yatak plazma dekontaminasyon igleminin misir
orneklerinde daha etkili oldugu go6zlenmistir. Bunun sebebi findik o6rneklerinin
yuzeylerinin misira gore daha purtzlu bir yapiya sahip olmasidir. Plazma
teknolojisinin sterilizasyon ve dekontaminasyon iglemlerinde kullanimini sinirlayan
en buyuk faktor, plazma sirasinda olusan aktif turlerin penetrasyon 6zelliginin kisith
olmasidir. Bu nedenle plazma isleminin uygulandigi ylizey ne kadar duz ve

purizsuz olursa, plazma isleminin dekontaminasyon etkinligi artacaktir.

Literatirde yapilan g¢alismalar incelendiginde gidalarda bozulmaya sebep olan ve
mikotoksin uUreterek insan saghgini tehdit eden kuiflerin Uzerinde etkili bir
dekontaminasyon islemi gerceklestiriiememistir. Proje kapsaminda gergeklestirilen
deneyler sonucunda, atmosferik basing hava plazmasi uygulanan findik
orneklerinde A. flavus ve A. parasiticus sporlarinda en yuksek 4.50 ve 4.19 log
(kob/g) birimlik indirgenme saglanirken, misir orneklerinde A. flavus ve A.
parasiticus sporlarinda en yluksek 5.48 ve 5.20 log (kob/g) birimlik indirgenme
saglanmistir. Bir dekontaminasyon ya da sterilizasyon igleminin etkili kabul
edilebilmesi icin 5 logaritmik birimlik indirgenmenin ideal oldugu bilinmektedir [272,
273]. Plazma iglemi uygulanan 6rnegin hareket kazandirarak bir reaktor igerisinde
surekli bir sekilde akiskanlastirimasi, plazma prosesinin dekontaminasyon

etkinligini artirdigini  gostermektedir. Ayrica, direk kontaminasyon yontemi
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kullanilarak Aspergillus sporlari ile gida Ornekleri dogrudan karsi karsiya
getirildiginden, model orneklerin ylzeyindeki baslangic mikroorganizma yuku
oldukca yuksektir. Kuf sporlarinin materyal yuzeyinde Ust Uste tutunmasi ve
konsantrasyonunun yuksek olmasi plazmanin dekontaminasyon etkinligini azaltmis
olabilir. Hucreler yuzeyde birden ¢ok tabaka halinde, Ust Uste oldugu durumda, en
ust tabakadaki hucreler alt tabakalardaki hucrelerin yluzeyini kapatarak plazma
sirasinda olugan aktif bilegenlerin alttaki hucrelere ulagmasini kisittamig olabilir. Bu
nedenle ornek yuzeylerindeki Aspergillus sporlari sayisi sifirlanamamis ve ya bagka
bir deyisle sayillamayacak dizeye indirgenememigtir. Baslangic Aspergillus
konsantrasyonunun azaltildigi durumda, Ornek yuzeyinde hucrelerin Ust Uste
yigilmasi engelleneceginden, plazmanin inaktivasyon etkisi artacaktir [204, 283].

Inokiilasyon derecesinin etkisi gelecekteki calismalarda incelenmelidir.

* Plazma olusturmak igin kullanilan gaz turinun, Aspergillus tirleri Uzerindeki
inaktivasyon etkinligini incelemek Uzere azot plazmasi uygulanmistir. Findik
orneklerine kontrollli bir sekilde kontamine edilen A. flavus ve A. parasiticus
sporlarinda, D4: 49 mm akigkan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz (655 W)'de
uygulanan azot plazmasiyla 4.17 ve 4.09 log (kob/g), D2: 65 mm reaktorde
ise, ayni kosullarda sirasiyla 3.70 ve 3.57 log (kob/g) birimlik indirgenme elde
edilmigtir. Misir érneklerinde A. flavus ve A. parasiticus sporlarinda, D4: 49
mm akigkan yatak reaktorde optimum plazma parametresinde 5 dk sonunda
4.62 ve 4.68 log (kob/g), D2: 65 mm reaktorde ise sirasiyla 4.54 ve 4.63 log

(kob/g) birimlik indirgenme saglanmistir.

Plazma proses gazi olarak hava kullanildiginda, her birinin mikroorganizma
inaktivasyonuna katkida bulunabilecegi reaktif atomlar, yukli parcaciklar, reaktif
oksijen tirleri (ROS), reaktif nitrojen tirleri (RNS) ve UV fotonlari olusur [274].
Ancak, atmosferik basing plazmalarinin antimikrobiyel etkisinin buyuk bir kismi
reaktif oksijen ve nitrojen tirlerine (RONS) dayandinimaktadir [275]. Oksijen
varliginda plazma sirasinda olugan reaktif oksijen turlerinin (atomik oksijen (O),
ozon (Ogs), hidroksil radikalleri (OHe)) plazma inaktivasyonunu saglayan 6nemli
bilesenler oldugu ve hiucre hasari ve hucre dlumine sebep oldugu bilinmektedir
[192, 225, 269]. Bu nedenle, havanin igerdigi oksijenden dolayi, hava plazma
sirasinda olugan aktif tlrlerin hicre Uzerinde olusturdugu zarar azot plazmasina

gOre daha fazladir.
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D1: 49 mm akiskan yatak reaktorde % 100 V-25 kHz (655 W)’'de uygulanan
hava plazmasi sonucu, findik drneklerinin dogal florasinda bulunan kuf ve
mayalarda 3.45 log (kob/g) ve TAMB’lerde 3.27 log (kob/g) birimlik
indirgenme 2 dk sonunda elde edilmistir.

Misir orneklerine optimum plazma parametrelerinde uygulanan inaktivasyon
igslemiyle, 3 dk sonunda dogal florasinda bulunan TAMB’lerde 3.07 log
(kob/g), kuf ve mayalarda ise 3.84 log (kob/g) birimlik indirgenme saglanmig
ve her iki model Ornekte de plazma islemi sonrasinda canli hicreye

saptanamamistir.

Uygulanan atmosferik basing akiskan yatak plazma iglemi ile gida oOrneklerinin

yuzeyinde dogal olarak bulunan mikrofloranin tamaminin 3 dakika sonunda ortadan

kalkmasi, bu prosesin toksijenik olmayan karigik bir mikroflora Uzerinde de oldukga

etkili oldugunu gostermektedir. Ayrica baglangi¢c mikroorganizma yukunun daha

dusuk olmasi da plazmanin dekontaminasyon etkinligini artirmis olabilir.

A. flavus ve A. parasiticus sporlari ile kontrolli bir sekilde kontamine edilen
findik ve misir érneklerine optimum parametrelerde hava kullanilarak plazma
islemi uygulandiktan sonra 25°C‘de 30 gun depolanmig ve bu slre boyunca
depolanan orneklerin yuzeyinde canli kalan A. flavus ve A. parasiticus spor
sayllarinda artis gézlenmemis ve hatta azalmistir. Ayni depolama kosullari
altinda iglem gormemis kontrol drneklerin yuzeyindeki Aspergillus sporlari

gelismeye devam etmistir.

Sonu¢ olarak plazma prosesinin Aspergillus sporlarinda neden oldugu hasarin

gegcici olmadigi, sporlarin yapisinda meydana gelen zararli etkinin 30 gin depolama

boyunca onarilamadigi ve aksine canl spor sayisinin azaldigi gdzlenmigtir.

Aspergillus turlerine uygulanan herhangi bir sterilizasyon yontemi sonrasinda
ortamda kalan hucrelerin canli ve saglikli ya da uygulanan islem sonucu
hasarl oldugunu ortaya koyabilen bir ortam tasarlanmistir. inhibitdr etkisiyle
kuf gelisimini sinirlandirdigi bilinen potasyum sorbat kullanilarak modifiye
edilen YGC agar besiyerinde igslem gormemis Aspergillus sporlari gelisirken,
plazma iglemi sonrasinda Ornek yuzeyinde kalan Aspergillus sporlari ayni
konsantrasyonda koruyucu igeren besiyerlerinde gelisememigtir. Bu sonug,

plazma isleminin hdcreler Uzerinde biraktigi hasar sebebiyle, depolama
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suresince uygun kosullar bulamadigi takdirde Aspergillus turlerinin

sayilarinin artmadigini gostermistir.

Ayrica, tasarlanan ve optimize edilen modifiye besi ortami, alternatif sterilizasyon
yontemlerinin gelistiriimesinde, uygulanan yontemin kuf hicreleri Uzerinde biraktigi
hasarin ortaya konulmasinda her zaman kullanilabilinecek yeni bir yontemdir.
Kuflere uygulanan inaktivasyon islemi sonrasinda hucre canli da olsa, gordugu
hasarin modifiye besi ortaminda inhibitor etki nedeniyle gelisiminin azalmasiyla

takip edilebilirligi bu galisma kapsaminda literatire yapilan énemli bir katkidir.

* Aspergillus sporlarinda plazma dekontaminasyon prosesi sonucunda
gOzlenen indirgenmeye uygulama sirasinda olusan sicakhigin degil, plazma
aktif turlerinin oOlduricu etkisinin sebep oldugunu gostermek igin normal
proses kosullarinda olugsmayan ve oOrnekler igin olasi en olumsuz ve zor
sartlar saglanarak findik érneklerine 100°C — 5 dk uygulanan termal proses
sonrasinda A. flavus ve A. parasiticus’un baslangi¢ spor konsantrasyonunu
logaritmik bazda degistirmedigi acikca gorulmektedir. Bu sonug, atmosferik
basin¢g akiskan yatak plazma sisteminde kuf sporlarinda elde edilen
indirgenmenin sadece plazma islemi ile saglandigini dogrulamaktadir.

* Atmosferik plazma igleminin, A. flavus ve A. parasiticus sporlarinin morfolojik
yapisi Uzerine etkisi taramali elekton mikroskobu (SEM) ile ortaya
konmustur. Plazma igleminin spor hucrelerine verdigi hasar acikga
gOsterilmigtir.

* Turk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi'nde, aflatoksin Uretme
potansiyeli olan ve gidada bulunmasi durumunda insan sagligini tehdit eden
A. flavus veya A. parasiticus kufleri icin belirlenen bir sinir deger
bulunmamaktadir. Bunun vyerine kurutulmus meyve-sebzeler ve misir
ornekleri igin toplam maya ve kuf yukd igin bir sinirlama getirilmistir. Bu
teblige gore, model olarak secilen ve A. flavus ile A. parasiticus sporlari ile
kontrollu bir sekilde kontamine edilen gida drneklerine uygulanan atmosferik
basing akigkan yatak plazma iglemi sonrasinda ulagilan canli kuf sporu
seviyesi bu sinirlarin altinda kalmaktadir. Model gida Orneklerine direk
uygulanan plazma islemi sonrasinda ise dogal kuf ve maya ile TAMB florasi

tamamen indirgenmis ve ortamda canli mikroorganizma saptanamamistir.
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Bu tezin esas amaci olan atmosferik basing akigskan yatak plazma reaktor
sisteminin kurulumu ile findik ve misir érneklerinde etkili, hizli ve ekonomik
bir dekontaminasyon islemi gergeklestirilmistir. Reaktif madddelerin tepkime
kabi (reaktor) igerisinde ki allkonma sdrelerinin artmasi, doénusumun
gerceklestirldigi proseslerde “donusim verimini” olumlu yonde arttirmakta
fakat islem suresini de uzattigindan “genel etkinlige” olumsuz olarak
yansiyabilmektedir [284]. Benzer sekilde, plazma prosesinde uygulanan
gaz akis hizi azaltilarak dekontaminasyon etkinligini artirilabilir. Yapilan
calismalarda, gaz akis hizinin azaltilmasinin, plazma sirasinda olusan reaktif
turlerin ortamdaki kalicihdr agisindan 6nemli oldugunu ve ornek ile plazma
jeti arasindaki mesafe kisaldikga mikroroganizma inaktivasyonunun daha

hizli gergeklestirildigi de belirtilmigtir [285].

Bu tez kapsaminda tasarlanan ve kurulan atmosferik basin¢ akigkan yatak
reaktor sistemi findik ve misir gibi taneli gida maddeleri isleyen fabrikalarin
isleyis protokolune entegre edilmesi dusunulebilir. Boyle bir sistemin
sanayide kullanimi, depolamada kuf gelisiminden dolayr gorulen Grun
kayiplarini azaltacak ve aflatoksin gibi kanserojenik etkili metabolitlerin de
urunde gelisimi durdurulacaktir. Dunyanin en buyuk findik Ureticisi ve tahil
uretiminin merkezinde olmamiz nedeni ile bu konu Uzerinde Onemle
durulmasi gerekmektedir.

Ayrica, tasarlanan plazma dekontaminasyon sistemi kuf gelisimi ve
mikotoksin  gelisiminin ~ buylk  sorun teskil ettigi baharatlarin
dekontaminasyonunda da etkin bir bicimde kullanilabilir. Ulkemizde baharat
sterilizasyonu oldukg¢a pahali bir altyapi gereksinimi ve kisith proses hacmi
olan “iginlama” ile gergeklestirildiginden, akigkan yatak atmosferik plazma
sistemi surekli sisteme uygunlugu ve hizli, etkin ve guvenli bir proses sureci

sunmasi sebebiyle alternatif olarak degerlendiriimelidir.

Ulke igin en énemli kazanim, farkli bir uygulama ile kisith ve pahali iglemlerle
dekontamine edilebilecek Urunlerin ileri teknolojik uygulamalar ile
islenmesidir. Teknolojik ustinlugu, kullanim kolayligi ve ekonomik olma
Ozelliklerinden dolayi bu teknolojinin kullaniminin yayginlasmasi ve kugskusuz

gida endustrisinde kalite artigi saglamasi hedeflenmektedir.
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Dunyada gida igleme yontemlerinin, her alanda isil uygulamalardan
uzaklasma  yonunde oldugu dusundldugunde,  sterilizasyon  ve
dekontaminasyonun “atmosferik basing plazma yontemi” ile
gerceklesebileceginin oncelikle bilim dlunyasina kabul ettirilmesi, ardindan
ilgili sektorlerin bu alanda uygulamaya geg¢meleri, Turkiye gibi tarimsal
urinlerin depolanmasinda, ihracatinda zaman zaman sorun yagayan bir
ulkenin bu konuda kendi kaynaklarindan bilgi ve teknolojik bazda beslenmesi

yuksek derecede 6nem kazanmaktadir.
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EK 1. GIDALARDAKI (') BULASANLARIN MAKSIMUM

LIMITLERI

Guda (V) Maksimum Limit (ng/kg)
2.1. AFLATOKSIN B, B+By+G+G; M;
Yerfistig1 ve diger yagh tohumlar (°)
(dogrudan insan tiikketimine sunulmadan veya gida
bileseni olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger 6 6
211 fiziksel islemlere tabi tutulacak olan) 8.0C) 15,00) T
— Rafine bitkisel yag iiretiminde kullanilan yerfistig1 ve
diger yagli tohumlar harig
Badem, Antepfistig1 ve kayisi ¢ekirdegi
(dogrudan insan tiikketimine sunulmadan veya gida 6 6 L
2.1.2. bileseni olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger 1200 1500
fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)
Findik ve Brezilya findig1
(dogrudan insan tiikketimine sunulmadan veya gida
2.1.3 bileseni olarak kullanilmadan énce ayiklama veya diger| 8,0 (°) 15,0 (9 —
fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)
— Rafine bitkisel yag iiretiminde kullanilan findik hari¢
Sert kabuklu meyveler
(Boliim 2.1.2 ve 2.1.3de belirtilenler haric)
2.1.4. (dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida| 8,0 (%) 15,0 —
bileseni olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger
fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)
Yerfistig1, diger yaglh tohumlar (5) ve bunlarin islenmis
tirtinleri
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni 6 6
213 olarak kullanilan) 5.00) 10,00) T
— Rafine edilecek bitkisel ham yag ve rafine bitkisel
yag harig
Badem, Antepfistig1 ve kayisi ¢ekirdegi (')
2.1.6. (dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni| 8,0 (%) 10,0 () —
olarak kullanilan)
Findik ve Brezilya findig1 (7)
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni 6 6
217, olarak kullanilan) 300) 10,0 T
— Rafine bitkisel yag iiretiminde kullanilan findik hari¢
Sert kabuklu meyveler ve bunlarin iglenmis tiriinleri
(Bo6lim 2.1.6 ve 2.1.7°de belirtilenler harig) 6 6 L
2.18. (dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni 300 10.00)
olarak kullanilan)
Kurutulmus meyveler
2.1.9. (dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni 8,0 10,0 —

olarak kullanilan)
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2.1.10.

Tahillar, bunlardan elde edilen {iriinler ve bunlarin
islenmis {iriinleri
(Bo6lim 2.1.11, 2.1.14 ve 2.1.16’de belirtilenler haric)

2,0 4,0 —

2.1.11.

Masir ve piring

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

5,0 10,0 —

2.1.12.

Cig siit (8), 1s1 iglem gormiis siit, siit bazli iirlinlerin
tiretiminde kullanilan siit

— — 0,050

2.1.13.

Baharatin agagidaki tiirleri i¢in;

— Kirmizibiber (Capsicum spp.)
(bunlarin kurutulmus meyveleri, tiim ve ogiitiilmiis
halleri dahil)

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

— Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)

— Zencefil (Zingiber officinale)

— Zerdegal (Curcuma longa)

— Bunlarin bir veya birkagini igeren karigim baharat

5,0 10,0 —

2.1.14.

Bebek ve kiigiik ¢ocuk ek gidalar1 (%), (°)

2.1.15.

Bebek formiilleri ve devam formiilleri (*), (*°)
(bebek siitleri ve devam siitleri dahil)

— — 0,025

2.1.16.

Bebekler igin 6zel tibbi amagh diyet gidalar ('), (')

0,10 — 0,025

2.2.

OKRATOKSIN A

2.2.1.

Islenmemis tahillar

5,0

2.2.2.

(Degisik:RG-19/12/2012-28502) islenmemis tahildan elde
edilen tiim iiriinler

(Dogrudan insan tiikketimine sunulan tahillar ve islenmis tahil
tiriinleri dahil)

(2.2.9.,2.2.10. ve 2.2.13. satirinda belirtilenler haric)

3,0

2.2.3.

Kurutulmus asma meyveleri (kusiiziimii, kuru iizim ve
¢ekirdeksiz liziim)

10,0

2.24.

Kavrulmus kahve ¢ekirdegi ve 6giitiilmiis kahve
(Boliim 2.2.5’de belirtilenler haric)

5,0

2.2.5.

Kahve ekstrakti, ¢oziinebilir kahve ekstrakti veya
¢Oziinebilir kahve

10,0

2.2.6.

Sarap ve meyve saraplari
(kopiikli sarap/sampanya dahil, likér saraplari ve hacmen
alkol miktar1 en az % 15 olan saraplar haric)

2’0 (13)

2.2.7.

Aromatize sarap, aromatize sarap bazli i¢ki ve aromatize
sarap kokteyli (')

2’0 (13)
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Uziim suyu, konsantreden fiiretilen iiziim suyu, {iziim
nektari, liziim siras1 ve konsantreden iiretilen

13
2.28, {iziim giras1 (') 200)
(dogrudan insan tiiketimine sunulan)
2.209. Bebek ve kiigiik ¢ocuk ek gidalar1 (%), (°) 0,5
2.2.10. Bebekler igin 6zel tibbi amagh diyet gidalar ('), (') 0,5
(Degisik:RG-19/12/2012-28502) Baharat (Kurutulmus baharat
dahil)
Karabiber (Piper spp.)
(Bunlarin meyveleri, akbiber ve karabiber dahil) 15,0
Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)
Zencefil (Zingiber officinale)
Zerdegal (Curcuma longa)
2.2.11.
Kirmizibiber (Capsicum spp.) 15.0
(Bunlarmn kurutulmus meyveleri, tim ve 6giitiilmiis halleri dahil) ’
Bu satirda belirtilen baharatin bir tanesini igeren
karigim baharat 15,0
Meyan koki (Glycyrrhiza glabra, G. inflate ve diger
2.2.12. tiirler)
2.2.12.1. | Meyan kokil 20,0
(bitkisel infiisyon bileseni olarak kullanilanlar)
22.12.2. | Meyan kokii ekstraktr (') 80,0
(6zellikle alkolsiiz igcek ve sekerleme iiretiminde
kullanilan)
(Ek:RG-
19/12/2012- - e e s <
28502) Bugday gluteni (Tiiketiciye dogrudan satilmayan) 8.0
2.2.13.
2.3. PATULIN
Meyve sulari, konsantreden iiretilen meyve suyu ve
2.3.1. 15 50,0
meyve nektarlari (*°)
Distile alkollii igkiler ("), elma sarabi ve elmadan iiretilen
2.3.2. . o L 50,0
veya elma suyu igeren diger fermente ickiler
Kat1 haldeki elma {iriinleri
(elma kompostosu ve dogrudan tiiketime sunulan elma
2.3.3. . . 25,0
piiresi dahil)
(Bolim 2.3.4 ve 2.3.5°de belirtilenler harig)
Bebek ve kiiciik ¢ocuklar ('7) igin iiretilen ve bu amagla (*)
234 piyasaya arz edilen/etiketlenen elma suyu ve kat1 haldeki 10.0
B elma iiriinleri ’
(elma kompostosu ve elma piiresi dahil)
2.3.5. Tahil bazli olmayan ek gidalar (%), (*) 10,0
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24.

DEOKSINIVALENOL (DON) (**)

2.4.1.

Islenmemis tahillar (*°)
(durum bugdayi, yulaf ve misir haric)

1250

24.2.

islenmemis durum bugday1 ve yulaf (*°)

1750

2.4.3.

Islenmemis musir (*°)
(1slak ogiitiilecekler haric) (*')

1750

2.4.4.

Tahillar, tahil unlari, kepek ve riiseym
(dogrudan insan tliketimine sunulan)
(Boliim 2.4.7, 2.4.8 ve 2.4.9°da belirtilenler harig)

750

245.

Makarna (*%)

750

2.4.6.

Ekmek (hafif firincilik {irtinleri dahil), pastacilik {iriinleri,
biskiivi, tahil ¢erezleri, kahvaltilik tahillar

500

24.7.

Bebek ve kiigiik ¢ocuk ek gidalar1 (%), (°)

200

24.8.

500 mikrondan biiyiik eleklerden gecirilerek {iretilen
musirin kabaca 6giitiilmesinden elde edilen kiiciik pargalar
ve musir irmigi (GTIP 1103 13) veya misirdan elde edilen
pelletler (GTIP 1103 20 40) ve dogrudan insan tiiketimine
sunulmayan 500 mikrondan biiyiik eleklerden gegirilerek
iretilen misir veya misir {irlinlerinin kabartilmasi veya
kavrulmas: suretiyle elde edilen gida maddeleri (GTIP
1904 10 10)

750

2.409.

500 mikrondan kiiciik ve esit eleklerden gecirilerek
iiretilen misir unu (GTIP 1102 20) ve dogrudan insan
tilketimine sunulmayan 500 mikrondan kiicik ve esit
eleklerden gegirilerek iiretilen misir veya misir tirtinlerinin
kabartilmast veya kavrulmasi suretiyle elde edilen gida
maddeleri (GTIP 1904 10 10)

1250

2.5.

ZEARALENON (")

2.5.1.

Islenmemis tahillar (*°)
(mus1r harig)

100

2.5.2.

islenmemis musir (*°)
(1slak dgiitiilecekler harig) (*')

350

2.5.3.

Tahillar, tahil unlari, kepek ve riiseym

(dogrudan insan tiiketimine sunulan)

(Boliim 2.5.6, 2.5.7, 2.5.8, 2.5.9 ve 2.5.10’da belirtilenler
haric)

75

2.54.

Rafine misir yagi

400

2.5.5.

Ekmek (hafif firincilik {irtinleri dahil), pastacilik {iriinleri,
biskiivi, tahil ¢erezleri, kahvaltilik tahillar
(musir gerezleri ve misir bazl kahvaltilik tahillar harig)

50

2.5.6.

Dogrudan insan tiikketimine sunulan misir, misir ¢erezleri
ve misir bazl kahvaltilik tahillar

100

128



2.5.7.

Bebek ve kiigiik ¢ocuk ek gidalar1 (%), (°)
(Bolim 2.5.8’debelirtilenler harig)

20

2.5.8.

Islenmis musir bazli bebek ve kiigiik cocuk
ek gidalari (%), (°)

20

2.59.

500 mikrondan biyiik eleklerden gegirilerek iiretilen
musirin kabaca 6giitiilmesinden elde edilen kiiciik pargalar
ve musir irmigi (GTIP 1103 13) veya misirdan elde edilen
pelleter (GTIP 1103 20 40) ve dogrudan insan tiiketimine
sunulmayan 500 mikrondan biiyiik eleklerden gegirilerek
iretilen misir veya misir {irlinlerinin kabartilmasi veya
kavrulmas: suretiyle elde edilen gida maddeleri (GTIP
1904 10 10)

200

2.5.10.

500 mikrondan kiiciik ve esit eleklerden gecirilerek
iiretilen misir unu (GTIP 1102 20) ve dogrudan insan
tilketimine sunulmayan 500 mikrondan kiiciik ve esit
eleklerden gegirilerek iiretilen misir veya misir tirtinlerinin
kabartilmast veya kavrulmasi suretiyle elde edilen gida
maddeleri (GTIP 1904 10 10)

300

2.6.

FUMONISINLER

FB; + FB; (ng/kg)

2.6.1.

Islenmemis musir (*°)
(1slak ogiitiilecekler haric) (*')

4000

2.6.2.

Misir ve misir bazli iiriinler
(dogrudan insan tliketimine sunulan)
(Bolim 2.6.3 ve 2.6.4°de belirtilenler harig)

1000

2.6.3.

Misir bazli kahvaltilik tahillar ve misir bazli gerezler

800

2.64.

Islenmis musir bazli bebek ve kiigiik cocuk
ek gidalar (%), (°)

200

2.6.5.

500 mikrondan biyiik eleklerden gegirilerek iiretilen
musirin kabaca 6giitiilmesinden elde edilen kiiciik pargalar
ve musir irmigi (GTIP 1103 13) veya misirdan elde edilen
pelleter (GTIP 1103 20 40) ve dogrudan insan tiiketimine
sunulmayan 500 mikrondan biiyiik eleklerden gegirilerek
iretilen misir veya musir {irlinlerinin kabartilmasi veya
kavrulmas: suretiyle elde edilen gida maddeleri (GTIP
1904 10 10)

1400

2.6.6.

500 mikrondan kiiciik ve esit eleklerden gecirilerek
iiretilen misir unu (GTIP 1102 20) ve dogrudan insan
tilketimine sunulmayan 500 mikrondan kiicik ve esit
eleklerden gegirilerek iiretilen misir veya misir iirlinlerinin
kabartilmast veya kavrulmasi suretiyle elde edilen gida
maddeleri (GTIP 1904 10 10)

2000

® Meyve, sebze ve hububat i¢in Tiirk Gida Kodeksi — Pestisitlerin Maksimum Kalint1 Limitleri

2

Yonetmeliginde yer alan siniflandirma esas alinir. Buna gore; karabugday (Fagopyrum spp.) hububat
ve karabugdaydan elde edilen iiriinler ise hububat {iriinleri kapsaminda degerlendirilir. Meyveler i¢in
belirlenen maksimum limitler sert kabuklu meyveleri kapsamaz.

Maksimum limit, islenmek iizere tarladan fabrikaya dogrudan nakledilen taze 1spanak icin
uygulanmaz.

® Bebek ve kiigiik ¢ocuk ek gidalar ilgili mevzuatinda tanimlanan iiriinleri kapsar.
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14)
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(16)
a7

18)

19)

(20)

21

Maksimum limit; tiretici tarafindan beyan edilen kullanim talimatina gore hazirlanan veya dogrudan
tiiketime hazir olarak piyasaya arz edilen iiriinler i¢in gecerlidir.

GTIP 1201, 1202, 1203, 1204, 1205, 1206, 1207 kapsamindaki yaglh tohumlar1 ve GTIP 1208’den
iiretilen iiriinler; GTIP 1207 99 kavun tohumu harig

Maksimum limit; yerfistig1 ve sert kabuklu meyvelerin yenilebilir kistmlarina uygulanir. Yerfistig: ve
sert kabuklu meyveler kabuklariyla analiz edilirse Brezilya findig:1 harig, aflatoksin miktari
hesaplanirken tiim bulasanin yenilebilir kisim iizerinden oldugu kabul edilir.

Islenmis {iriinlerin tamami1 veya hemen hemen tamami bahse konu sert kabuklu meyvelerden
iretiliyorsa bu sert kabuklu meyveler i¢in belirlenen maksimum limit; islenmis iiriinii i¢in de
kullanilir. Aksi halde 6 inc1 maddenin birinci, ikinci ve ti¢lincii fikralar1 uygulanir.

Hayvansal Gidalar i¢in Ozel Hijyen Kurallar1 Yénetmeliginde tanimlanan iiriinleri kapsar.
Maksimum limit; kuru madde {izerinden gegerlidir. Kuru madde, mikotoksin limitlerinin resmi
kontrolii i¢in gidalardan numune alma, numune hazirlama ve analiz metodu kriterleri ilgili
mevzuatinda belirtilen sekilde hesaplanir.

Bebek formiilleri ve devam formiilleri ilgili mevzuatinda tanimlanan iiriinleri kapsar.

Ozel tibbi amagl diyet gidalar1 ilgili mevzuatinda tanimlanan iiriinleri kapsar.

Maksimum limit; siit ve siit iiriinleri i¢in iiretici tarafindan beyan edilen kullanim talimatina gore
hazirlanan veya dogrudan tiiketime hazir olarak piyasaya arz edilen iiriinlere uygulanirken siit ve siit
iriinleri digindaki tirlinler i¢in ise kuru madde tizerinden gecerlidir. Kuru madde, mikotoksin
limitlerinin resmi kontrolii i¢in gidalardan numune alma, numune hazirlama ve analiz metodu
kriterleri ilgili mevzuatinda belirtilen sekilde hesaplanir.

Maksimum limit; 2005 yil1 ve sonrasinda hasat edilerek iiretilen iirlinlere uygulanir.

Aromatize sarap, aromatize sarap bazli icki ve aromatize sarap kokteyli ilgili mevzuatinda tanimlanan
tirtinleri kapsar. Maksimum OTA limiti; son iiriindeki sarap ve/veya sira orani hesaplanarak uygulanir.

Meyve suyu ve benzeri iiriinler mevzuatinda tanimlanan {iriinleri kapsar.

Maksimum limit; 3-4 kg meyan kdkiinden {iretilen 1 kg saf ve seyreltilmemis ekstraktlara uygulanir.
Distile alkollii ickiler ilgili mevzuatinda tanimlanan {iriinleri kapsar.

Bebek formiilleri, devam formiilleri ve bebek ve kii¢lik ¢ocuk ek gidalari ilgili mevzuatinda
tanimlanan bebek ve kii¢iik cocuklar1 kapsar.

Maksimum limit; tahil ve tahil irlinleri kapsaminda degerlendirilmediginden 2.4 ve 2.5 kapsamina
girecek olan piring ve piring iiriinlerine uygulanmaz.

Maksimum limit; birincil isleme tabi tutulacak olan islem gdrmemis tahillara uygulanir. Birincil
islem; tahil tanesinin kurutulmasi haricindeki herhangi bir fiziksel veya 1s1l islemi ifade eder.
Temizleme, ayiklama ve kurutma birincil islem olarak degerlendirilmez. Uygulanan temizleme veya
ayiklama sonrasinda tahil tanesinin aslini bozacak fiziksel iglemler uygulanmaz.

Istisnalar sadece kullanim amaci etiketinde ve/veya iiriin ile birlikte hareket eden orijinal dokiiman
lizerinde agikga belirtilen musirlar igin kullanilir. Ornegin; etiketinde veya herhangi bir belgesinde,
“nigasta liretimi i¢in” gibi kullanim amaci belirtilenler vb.

130



EK 2. FOTOGRAFLAR

EK 2.1. %0.05-0.1 Konsantrasyonlarinda Sodyum Benzoat (SB) ve Potasyum
Sorbat (PS) ile Modifiye Edilen YGC Agar Besiyerlerinde A. flavus ve A.
parasiticus Turlerinin 25-28°C’de Koloni Geligimleri

1. glin A. flavus

2. gun A.flavus
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3. gun A.flavus
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1. glin A. parasiticus

2. gun A. parasiticus
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3. guin A. parasiticus
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EK 2.2. %0.2-0.3 Konsantrasyonlarinda Sodyum Benzoat (SB) ve Potasyum
Sorbat (PS) ile Modifiye Edilen YGC Agar Besiyerlerinde A. flavus ve A.
parasiticus Turlerinin 25-28°C’de Koloni Geligimleri

1. glin A. flavus

2. gun A. flavus
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3. gun A. flavus

4. gun A. flavus
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1. glin A. parasiticus

2. gun A. parasiticus
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3. guin A. parasiticus

4. gun A. parasiticus
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EK 2.3. %0.25-1.00 Konsantrasyonlarinda Potasyum Sorbat (PS) ile Modifiye
Edilen YGC Agar Besiyerlerinde A. flavus ve A. parasiticus Tiirlerinin 25-
28°C’de Koloni Gelisimleri

3. gun A. flavus
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5. guin A. flavus

140




3. guin A. parasiticus
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5. glin A. parasiticus
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