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ATMOSFERIK BASING PLAZMA UYGULAMASININ GIDALARIN
DEKONTAMINASYONU VE DETOKSIFIKASYONU AMACIYLA
KULLANIMI

Yasin SEN
Doktora, Gida Muhendisligi Bolumiu
Tez Danismani: Prof. Dr. ismail Hakki BOYACI
ikinci Tez Danismani: Yrd.Dog.Dr.Baran ONAL ULUSOY
Mart 2015, 223 sayfa

Bu c¢alisma, 1sil olmayan atmosferik ve dusik basing plazmalarinin model gidalar
(findik, pul biber) tzerine inokile edilen fungal sporlarin indirgenmesinde kullanilarak
mevcut dekontaminasyon ve detoksifikasyon metotlarina etkin alternatif bir yontem
olup olmadiginin belirlenmesini amacglamaktadir. Her iki plazma sistemi Aspergillus
flavus ve Aspergillus parasiticus inaktivasyonu icin test edilmistir. Farkh plazma
parametreleri ve farkli gaz tird kullanilarak diastk basing (bosalim gict: 0-100 W,
uygulama zamani: 0-30 dk, uygulama gazlari: azot, oksijen, hava) ve atmosferik
basing (frekans: 16-20-25 kHz, referans voltaj: % 40-100, plazma jet hizi: 50-100
m/dk, gaz akis hizi: 3000-5000 L/saat, tarama araligi: 3-5 mm, dongu zamani: 5,
uygulama gazlari: azot, hava) plazmalari igin test edilmistir.

Her bir plazma uygulamasindan sonra kalan sporlar sayilmis ve optimum plazma
parametreleri belirlenmigtir. Buna gore dugsuk basing plazma sisteminde spor
dekontaminasyonunun saglandigi en optimum parametre olarak 100 W-30 dk hava
plazmasi; atmosferik plazmada ise frekans: 25 kHz; referans voltaj: 100, plazma jet
hizi: 60 m/dk, gaz akis hizi: 3000L/s, tarama araligi: 3 mm, dongu zamani: 5,
uygulama gazi: hava olarak belirlenmistir. Daha sonra, 1sil olmayan plazma
uygulamalarinin model gidalarin yani findik ve pul biberin temel gida bilesenleri ile
biyoaktif bilesikleri zerine olan etkisini belirlemek igin fizikokimyasal ve aflatoksin



analizleri ile sitotoksisite deneyleri yapilmistir. Sonuglar, 10 kGy gamma ile
Isinlamasi yapilmis drneklerle kiyaslanmigtir.

Plazma ve i1sinlama uygulamasi sonrasinda gida drneklerinde nem, su aktivitesi (ay)
ve renk tayini ile serbest yag asitligi (SA), peroksit sayisi (PD), tokoferol miktari,
toplam polifenol tayini (TPC) ve aflatoksin bilesenlerindeki degisim belirlenmistir.

Farkli aflatoksin konsantrasyonlarinin (1-1000 ppb) L929 fare fibroblast hucreleri
Uzerindeki sitotoksisiteleri  3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium  bromid
(MTT) testleriyle incelenmistir. Sitotoksisite testlerinin sonuglari aflatoksinlerin Yuksek
Basingl Sivi Kromatografisi (HPLC) ydntemi ile kantitatif olarak belirlenmesi ile
dogrulanmigtir. Plazmanin dekontaminasyon etkinligi, plazma uygulanmig sporlarin
dis ylUzeylerinin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile goruntilenmesiyle
desteklenmistir.

Oksijen yada azot gazi yerine hava kullanildiginda spor inaktivasyonunda artis
saglanmistir. Her iki plazma uygulamasi sonucu sporlarin sayisinda yaklasik 4-5 log
indirgenme saglanmistir. SEM gorintllerine gére plazma uygulamalarindan sonra
her bir kafin spor hucre duvarinin pargalandigi ve stoplazmik yapilarin digariya
ciktigr gozlenmigtir.

Fiziksel ve kimyasal analizlere gore nem ile a a,, dederi en dusuk olan érnekler disuk
basin¢g plazmasi uygulanan findik ve pul biber érnekleri olurken, HunterLab ve AE
parametreleri bakimindan U¢ uygulama arasinda belirgin fark bulunmamistir
(p>0.05). Her iki 6rnekte de plazma ve radyasyon uygulamasindan en fazla etkilenen
kimyasal parametreler SA, PD, TPC ve tokoferol olmustur.

Ozellikle 1sinlama, disik basing plazma ve nispeten atmosferik basing plazma
uygulamasi aflatoksin degradasyonunu belirli bir dizeye kadar basariyla
saglamaktadir. Aflatoksin parcalanma drinlerinin sitotoksik etkilerinin arastirildigi
calismalar, aflatoksin B1 (AFB1) ve toplam aflatoksinin (TopAF) plazma
uygulamasiyla pargalanarak daha az toksisiteye sahip maddelere donustugunu
gOstermektedir.

Bu calismada her iki plazma tipinin model gidalarin dekontaminasyonu/
detoksifikasyonu igin uygun ve etkili oldugu belirlenmistir. Buna karsin, atmosferik
basin¢ plazma sistemi model gidalarin fizikokimyasal 6zelliklerinde 1sinlamaya yakin
dizeyde degisime neden oldugu igin duisuk basingl plazma sistemine gbére gama
Isinlamasina alternatif olabilecek bir sistemdir. Atmosferik plazma sistemi diger iki
sisteme gore acik bir sistem olmasinin yaninda, bu iki sistemden farkli olarak surekli
akisa sahip gida igleme sistemlerine kolay adapte edilebilir ve kisa uygulama
suresine sahip olmasi ile 6ne ¢gikmaktadir.

Anahtar kelimeler: 1sil olmayan dekontaminasyon, dusuk-basing plazmasi,
atmosferik-basing plazmasi, aflatoksin detoksifikasyonu, aflatoksin degradasyon
artnlerinin sitotoksisitesi, MTT testi



ABSTRACT

UTILIZATION OF ATMOSPHERIC PRESSURE PLASMA FOR
DECONTAMINATION AND DETOXIFICATION OF FOODS

Yasin SEN
Doctor of Philosophy, Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. ismail Hakki BOYACI
Co-Supervisor:Assistant Prof.Dr.Baran ONAL ULUSOY
March 2015, 223 pages

This study focuses on the utilization of plasma technique for the reduction of fungal
spores,inoculated on model foods (hazelnut, flaked red pepper), to determine
whether non-thermal atmospheric and low-pressure plasmas could provide an
effective alternative method to current decontamination and detoxification methods.
Both plasma systems were tested for the inactivation of Aspergillus flavus and
Aspergillus parasiticus. Different plasma parameters and different gas types were
tested for low-pressure plasma (discharge power 0—-100 W, exposure time 0-30 min,
application gases: nitrogen, oxygen, air) and atmospheric pressure plasma(plasma
frequency: 16-20-25 kHz, reference voltage: 40-100, plasma jet velocity: 50-100
m/min, gas flow rate: 3000-5000 L/h, raster offset: 3-5 mm, cycle time: 5, application
gases: nitrogen, air).

After each plasma treatment, remained spores were counted and optimum plasma
parameters were determined. The optimum parameters for decontamination of
spores were determined as air plasma 100 W-30 min (discharge power-time) for low
pressure plasma and air plasma with frequency of 25 kHz, reference voltage at 100
W, plasma jet rate of 60 m/min, gas flow rate of 3000 L/h, scanning range at 3mm,
recycle time of 5 min for atmopheric pressure plasma. After that, physicochemical
and aflatoxin analysis, and toxicological experiments were carried out to determine
the effects of non-thermal plasma treatment on basic components and bioactive
compounds of model foods, i.e. hazelthut and red pepper. Results were also



compared with gamma irradiated test samples. After the plasma and irradiation
treatments of both food samples, moisture, water activity (a,) and color; free fatty
acids (FFA), peroxide value (PV), total phenolic content (TPC), and aflatoxin analysis
were perfomed.

Cytotoxicity of different concentrations of aflatoxins (1-1000 ppb) on L929 mouse
fibroblast cells was investigated with MTT tests. Results of cytotoxicity tests were
confirmed by HPLC results quantitatively. The effectiveness of plasma
decontamination was also supported by SEM images to see how plasma can affect
the outer surface of spores.

Improved spore inactivation was achieved when air was used instead of pure oxygen
or nitrogen gases. Approximately 4-5 log reductions in spore numbers were achieved
for both plasma applications. According to SEM images, fragmentation of spore cell
wall and leakage of cytoplasmic matter were observed after plasma treatments of
each fungi.

According to physical and chemical analysis, low pressure plasma treated hazelnut
and red pepper samples had the lowest moisture and a,, content while no difference
was found in HunterLab and AE parameters among three treatments (p>0,05). FFA,
PV, TPC and tocopherol in both food samples were most affected chemical
parameters from plasma and irradiaton treatments.

Especially irradiation, low pressure and relatively atmospheric pressure plasma
treatment could achieve aflatoxin degradation to a certain extend. Studies, carried
out for investigation of ctyotoxic effects of aflatoxin degradation products,
demonstrates that aflatoxin B1 (AFB1) and total aflatoxin (TopAF) convert into less
toxic substances by degradation with plasma treatment.

In this study, both plasma systems were determined to be adequate and efficient for
decontamination/detoxification of model foods. Since effects of atmospheric pressure
plasma on physico-chemical properties of food were close to that of gamma
radiation, atmospheric pressure plasma could be an alternative to gamma radiation
compared to low-pressure plasma system. Besides, atmospheric pressure plasma is
an open system contrary to gamma radiation and low-pressure plasma system, it can
be easilly attached to continuous food processing systems and it has shorter plasma
application time than either low-pressure system or gamma radiation.

Keywords: Non-thermal decontamination, low-pressure plasma, atmospheric-
pressure plasma, aflatoxin detoxification, cytotoxicity of aflatoxin degradation
products, MTT test
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1. GIRIS
Tarimsal UrUnler, hasattan baslayarak isleme ve depolama asamalarinda, ortam
kosullarina, tarim Grunlerinin bilegimine ve su igerigine bagh olarak degisik kuflerle
kontamine olurlar. Gelisme sureglerini tamamlayan funguslar, miselleri icinde
olusturduklari ve birgok durumda Uzerinde bulunduklari Grine salgiladiklari toksik
metabolitleri insan ve hayvan sagligini tehdit ettiginden, kiflenme ekonomik

boyutun étesinde 6nem tasimaktadir. Funguslarin drettikleri bu toksik metabolitlere

mikotoksin adi verilir [1].

Gida ve Tarim Orgiti (FAO)ne gére dinyadaki hububat driinlerinin % 25’inde
mikotoksin kontaminasyonu gerceklesmektedir. Kuvvetli toksik etkiye sahip bir
mikotoksin tiirii olan aflatoksinler, 1960 yilinda ingiltere’de 100.000 hindi ve érdek
yavrusunun Olumune sebep olan “Hindi X* hastaligi ile ortaya c¢ikmigtir.
Aragtirmalar sonucunda, hindilerin tlkettigi Brezilya kaynakh yerfistig
kUspesinden izole edilen kiflere Aspergillus flavus ismi verilmis ve bu kuf cinsinin
urettigi toksinlere de “Aflatoksin” adi verilmistir [2]. Aflatoksinler ylksek toksisite ve
kanserojenik etkiye sahip akut ve kronik etki gosteren metabolitlerdir. Teratojenik
ve mutajenik etkisi de olan aflatoksinin toksin etkisi ture, yasa ve cinsiyete bagl
olarak degisiklik gosterir ve hedef organi karacigerdir. Aflatoksinler, bilinen birgok
karsinojen ve mutajen gibi hiicrede hedef olarak DNA, RNA ve proteinleri seger
[3].

Ulkemiz, dinya findik Gretiminde % 74’liik pay! ile en biyik Uretici, % 87’lik payi
ile de en buyuk ihracatgl konumundadir. Findik Gretimi 2013 yili itibariyle yaklasik
550 bin ton olarak gergeklesmis, bunun 274.657 tonu ihrac¢ edilerek yaklasik 2
milyar dolar gelir elde edilmistir [4]. Findik ticari degerinin yaninda insan
beslenmesi agisindan buyuk éneme sahip amino asitleri, B;, B,, Bg, pantotenik
asit, niasin ve E vitamini gibi vitaminleri, Fe, Ca, Mg, Mn, K, Zn, Cu, P gibi mineral
maddeleri ve oleik asiti, F vitamini olarak adlandirilan ¢oklu doymamis yag

asitlerinden linoleik ve linolenik asidi icermektedir [5].

Kirmizi pul biber (Capsicum annuum L.) ise Ulkemizde yetistirilen en 6nemli
baharat turlerinden biridir. Gida endustrisinde tatlandirici, lezzet arttirici, ¢esni,
aroma kuvvetlendirici ve renk maddesi olarak kullaniimaktadir. Turkiye, dunya

pazarinda kirmizi pul biber Gretiminde yaklasik 2 milyon ton ile Cin’den sonraki en



buayuk ureticilerdendir. Ayrica biber Uretiminden elde edilen gelir 2012 yilinda
yaklagik 100 milyon dolar seviyelerindedir [6]. Findik ve kirmizi pul biber sicaklik,
nem, kurutma ve diger proses parametrelerine bagli olarak aflatoksin
kontaminasyonuna ¢ok duyarlidir ve bu gidalarda hasat, kurutma, ayiklama ve

depolama sirasinda yapilan hatalardan dolayi aflatoksin olusmaktadir.

Aflatoksin sorunu, ulkemizin ihrag Urinlerinde 6nemli ekonomik kayiplara neden
oldugundan vyerel literatir tarafindan oldukga ayrintili islenmistir. Ornegin;
Sanliurfa’da Erdogan [7]; Bursa’da Dokuzlu [8], Kayseri’de Kanbur ve ark. [9] ve
Istanbul’da Aydin ve ark. [10] kirmizi pul biberlerdeki toplam aflatoksin miktarlarini
incelemigler ve Ulkemizde ve Avrupa birliginde Ust sinir olan 10 ppb’lik sinirin 8-9
kat fazlasini tespit etmiglerdir. Dinya genelinde yapilan ¢alismalara bakildiginda
Macaristan’da Fazekas ve ark. [11]; italya’da Romagnoli ve ark. [12]; Hindistan’da
Reddy, [13]; Cin'de Hu ve ark. [14]; ve ingiltere’de Patel ve ark. [15] yiksek
aflatoksin seviyelerine ulasildigi bildirilmigtir.

Mikotoksinleri parcalamak, olusumlarini onlemek veya mikotoksinlerin toksik
etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla birgok yontem kullaniimaktadir. Bu
yontemler, kontamine olmus gida maddelerinin ortamdan uzaklastiriimasi [16], 1sll
uygulamalar [17], c¢Okturme islemi [18], ozon uygulamasi [19], radyasyon
uygulamasi [20], katki maddeleri kullanimi [21] ve biyolojik uygulamalar [22] olarak
siralanabilmektedir.  Arastirilan bu yontemler, belirli derecelerde eftkili
bulunmalarina karsin; vyeterli dekontaminasyon seviyesini saglayamamalari,
uygulanan gidalarda besin 0Ogelerinde kayiplara neden olmalari, kalinti
birakmalari, yuksek maliyet gerektirmeleri ve toksik metabolitlerin olusmasina
neden olmalari gibi onemli dezavantajlara sahiptir. Bu sebeplerden dolayi, proses
etkinligi, islem suresi, toksik etkinin azaltiimasi gibi ozellikler iyilegtirilerek yeni
yontemlerin gelistiriimesinin gerekli oldugu gorilmektedir [23]. Ayrica bu yontemler
genellikle ekonomik agidan endustriye uygulanabilme imkani kisitl, yuksek

maliyetler gerektiren ekipmanlardan olusan laboratuvar olgekli kiigik sistemlerdir.

Uriin depolanmasinda kayiplara sebep olan kiflerin inaktivasyonu igin yeni
tekniklerin  geligtiriimesi  gerekmektedir. Zira birgok Ulkede aflatoksin
detoksifikasyonuna maruz kalmig Grun tuketimi yasaklandigindan ve bu islemler
icin ekstra maliyet gerektiginden aflatoksin olusumunu slre¢ basinda engellemek
en verimli yaklagimdir. Tuketici yaklagimi minimum iglem gormus urin tuketmek
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yonunde oldugu icin detoksifikasyonden ©Once dekontaminasyon surecinde
kullanilacak yontemler birincil 6nem arz etmektedir. Son yillarda Urunlerin besinsel
ve tekstirel yapilarinda herhangi bir degisiklige neden olmayan farkli teknolojik
yaklagimlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu teknolojilerin temel ortak noktasi 1sil olmayan
teknolojilere dayanmalaridir. Son zamanlarda zararli materyallerin inaktivasyon
veya dekontaminasyon metotlari arasinda plazma uygulamalarina buyuk 6nem
verilmektedir. Bunun en buyldk kaniti NASA (Ulusal Havacilik ve Uzay Dairesi)
tarafindan gergeklestirilen uzay arastirmalarinda kullanilan uzay problarinin

sterilizasyonda plazma destekli sistemler kullaniimasidir [24].

Plazma maddenin kati, sivi ve gaz hali disindaki dordincu hali olarak tanimlanir.
Yuksek sicaklik, kuvvetli elektrik veya magnetik alanlarin etkisi plazma olugumunu
saglamaktadir. Gugla bir elektriksel bosalimla da plazma olusturabilmek
mumkundur. Plazma ortaminda enerji kazanan serbest elektronlar, ortamdaki
diger atomlar ve moleklllere ¢arparak enerjilerini transfer ederler ve bu esnada
ISima gercgeklestirirler. Bunlarin da birbirleriyle reaksiyona girmeleri sonucu
ortamda ¢ok degisik tir ve sayida yeni molekiller, atomlar, radikaller, fotonlar,
iyonlar vb. olusur. Plazma, gaz sicakhdina bagli olarak iki baglk altinda
incelenebilir Sicak plazmada, ortamda esas olarak ¢ok sayida iyon vardir. Soguk
plazmada (termal olmayan plazma) ise diger aktif plazma tlrlerden de 6nemli
miktarda bulunur [25,26]. Plazmalar termodinamik &zellikleri baz alinarak
kullanilan plazma jeneratorine gore (radyo frekansi, dusuk frekans, mikrodalga);
bosalim turine gore (yuk bosalimi, korona bosalimi, dielektrik bariyer bosalimi)

veya calisma basincina goére (dusuk basing, atmosferik basing) siniflandirilabilir.

Plazma teknigi malzemelerin yuzey 6zelliklerini degistirmek amaciyla kullanilan bir
yontemdir. Ozellikle malzemelerin yigin 6zelliklerini degistirmeden islanabilirlik,
metal adezyonu, boyanabilirlik, sertlik, yaglanabilme, bakteri/protein yapismayan
yuzey ve materyallerin biyo-uyumlulugu gibi fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini
degistirebilmektedir. Plazma; otomotiv sektorl, mikro-sistem teknolojileri, ambalaj
teknolojisi, elektronik muhendisligi, optik ve tekstil teknolojileri uygulamalarinda
kullanilan bir teknoloji olmasinda ragmen son zamanlarda 6zellikle biyomedikal
sektdorde ylzey modifikasyonu ve sterilizasyon konularinda buyuk ilgi odagi
olmustur. Medikal alanda yapilan mikroorganizma ve virls inaktivasyonu

calismalarindan elde edilen etkili sonuglar, bu yontemin gida endustrisinde
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kullanimi icin de gelecek vadetmektedir. Plazma teknolojisinin bu kapsamda
gunumuzde kullanilan diger yontemlere katkida bulunacak iyi bir alternatif olacagi

dusunulmektedir. Bunun baslica nedenleri;

* Plazma sisteminde proses sirasinda toksik bir madde kullanilmamasi ve

sonrasinda toksik kalinti birakmamasi,
+ Sterilizasyon sonrasi ek bir igslem (havalandirma) gerektirmemesi,

» Elektrik alan kapatildiginda milisaniyeler igcinde yok olan reaktif tlrlerin personel

icin tehlike teskil etmemesi,
* Proses zamaninin kisa ve sicakliginin da yaklasik oda sicakliginda olmasi,
* Ylksek maliyet gerektirmemesi,
» Paketleme materyalleri Uzerinde herhangi bir degisiklige neden olmamasi,
» Sistemin uygun kosullarda birgok prosese adapte edilebilir olmasi,
seklinde siralanabilir [27,28].

Plazma sterilizasyonu uzerine ilk patent 1968 yilinda Menashi tarafindan alinmig
[29], onu Ashman ve Menashi [30], Boucher [31] ile Bithell [32] izlemistir. Bunlarin
cogu vakum altinda yapilan uygulamalardir. Atmosferik basingta gerceklestirilen

plazma galismalari ise son yillarda basarili sonuglar vermeye baslamistir.

Plazma dekontaminasyonu/sterilizasyonunun etki mekanizmasinin  birgok
calismada u¢ temel asamadan meydana geldigi belirtiimistir. Asagidaki sekilde de
goruldugu Uzere birinci agamada UV i1simasi etkisiyle mikroorganizmalarin genetik
materyalinde hasar olusmaktadir. ikinci asamada, 1sima etkisiyle ara yiizeylerde
atomik duzeyde kopmalarin  artmasiyla  mikroorganizmalar  yuzeyden
asindiriimakta, UV fotonlarinin etkisiyle mikroorganizmadaki kimyasal baglarin
kirlilmasi ile gaza donusebilen bilesiklerin, mikroorganizma igin temel tegkil eden
atomik bilesenlerden meydana gelmesi slrecinin bagslatimasi sonucu foton
kaynakli desorpsiyon olugmaktadir. Uglincli agsamada ylizeyden kopma “etching”
etkisi sonucu mikroorganizmanin atomik dizeyde erozyonu ve UV etkisidir. Daha
once de belirtildigi gibi plazma fazinda bircok molekil bulunmaktadir. Bunlardan
en Onemlileri reaktif oksijen ve azot turleridir (O, O,*, O3, NO ve NO;). Ayrica
mikroorganizma inaktivasyonunda rol alan en etkin radikal olan hidroksil radikali
olusma olasiligi, plazma fazinda oksijen gazi varliginda ¢ok yuksektir. Gurol ve
4



ark. [33], plazma sirasinda olusabilecek aktif tlrler ve serbest radikallerin
milisaniyeler i¢ginde sénumlendigini ve insan sagligl agisindan higbir risk teskil

etmediqgini belirtmiglerdir.

Bilim dunyasinin, gida endustrisinde plazma uygulamalarinda o6zellikle tuketici
agisindan celigskiye dustugu temel sorun, bu radikallerin gidalarin temel igerigine
ve besinsel degerine herhangi bir etki bulunup bulunmadigidir. Tez kapsaminda,
bu temel soru ve sorunlarin belirlenmesine yonelik galisma plani olusturuimus ve

bu temel konulara cevaplar bulunmaya ¢aligiimistir.

Daha 6nce yapmis oldugumuz bir g¢alismada, dugsuk basingh plazma sistemi
kullanilarak gida endustrisinde kullanilan paslanmaz gelik ve polietilen ylzeylerine
kontrolliU bir sekilde inokule edilmis E.coli K12 bakterisinin, yluzeyden
dekontaminasyonu hava, N, O, ve su buhari plazmasi kullanilarak saglanmistir.
Calisma sonucunda yaklasik 7 logaritmalik bir indirgenme saglanmigtir. Ayrica,
plazma prosesi ile bakteri hiicre duvarinda olusturulan hasar Gegirimli Elektron

Mikroskobu (TEM) vasitasi ile goérintilenmistir [34].

Bakteriler, sporlar, kufler, mayalar, virtsler ve hatta prion proteinlerinin plazma ile
sterilizasyonunun gerceklegtirilebildigi literatirde yaygin olarak yer almaktadir.
Nagatsu ve ark. [35] bakteri sporlari Uzerine yaptigi ¢alismada oksijen plazmasi
kullanarak Bacillus stearothermophilus ve en dayanikh mikroorganizma olarak
bilinen Baciullus subtilis sporlarinin inaktivasyonunu 3 dk i¢inde gergeklestirmistir.
Vickery ve ark. [36] Hepatit B virisunde hidrojen peroksit plazmasiyla 7
logaritmalik bir azalma saglamistir. Kyenam ve ark. [37] bakteri (E. coli, S.
aureus), maya (S. cerevisiae) ve bakteriyel sporlarinin (B. subtilis) helyum ve
oksijen plazmasi kullanilarak kolaylikla inhibe edilebilecegini ve bu sistemin
yuksek sicakliklara gerek duymamasi ve zararli gaz Uretiminin olmamasi gibi
avantajlari oldugunu belirtmislerdir. inaktivasyonunun neredeyse imkansiz oldugu
belirtilen ve bir zamanlar Ulkemizde de buyuk endiselere yol agcan deli dana
hastalijina sebep olan prion proteinlerinin sterilizasyonu, Moisan ve ark. [38]

tarafindan plazma yontemi ile gergeklestiriimigtir.

Plazmanin gida guvenligine yonelik kullanimi oldukga yeni bir kavramdir. Yapilan
calismalarda genel olarak mikroorganizmalarin ylzeyden dekontaminasyonu

kavrami Uzerinde durulmustur. Plazma prosesinin gidanin temel bilesenleri



uzerine etkileri konusunda detayli bir ¢calismaya rastlanmamigtir. Critzer ve ark.
[39] elma, kavun ve marul orneklerinde; Montenegro ve ark. [40] elma sularinda;
Deng ve ark. [41] ve Niemira [42] badem &rneklerinde atmosferik basingh hava
plazmasi ve Song ve ark. [43] peynir ve jambon 6rneklerinde atmosferik basingh

helyum plazmasi kullanarak bakteri inaktivasyonunu saglamiglardir.

Selguk ve ark. [44] hububat ve baklagil tanelerinde bulunan kufler Gzerine dugsuk
basingli SFg plazma uygulamasinin inhibisyon etkisini incelemislerdir. Diger bir
calismalarinda ise SFg ve hava plazmasi kullanarak diasik basingli sistemlerde
findik ylzeylerine inoklle edilmis A. parasiticus turt kiflerin dekontamine edildigini
ve bunun yani sira plazmanin aflatoksin miktarinda da azalma sagladigini ortaya

koymuslardir [45].

Park ve ark. [46] yaptiklari calismada 3 farkli mikotoksin; Aflatoksin B1 (AFB1),
deoxynivalenol (DON) ve nivelenol'un (NIV) plazma sistemi kullanilarak 5 saniye
gibi kisa bir surede degradasyonunu saglamayl basarmistir. Bu sonuglar
plazmanin mikotoksinlerin degradasyonu igin etkin bir sistem olabilecegini
gOstermektedir. Yine ayni c¢alismada plazma uygulanmis toksin orneklerinin

sitotoksik etkileri de incelenmisgtir.

Literatirde Ozellikle baharat sterilizasyonu ile ilgili c¢alismalarda plazma
sterilizasyon tekniginin bu zamana kadar iki ¢galisma disinda denenmemis olmasi
ve tez kapsaminda gerceklestirilen atmosferik plazma dekontaminasyon sisteminin
sanayiye direkt olarak uygulanabilir/adapte edilebilir olmasi bu yontemin
halihazirda kullanilan gamma sterilizasyonu yontemine dogrudan alternatif bir
yontem olmasini saglayamaktadir. Bu konuda gerceklestiriimis olan ilk ¢calismada
sadece pul biber 6rneklerinin dogal florasinda bulunan kuflerin indirgenmesi
incelenmistir [47]. Kim ve ark. [48] ise plazma uygulamasinin sadece gidadaki

spor miktari ve gidanin renk igerigindeki degisimi incelemistir.

Literatlrde findik ile ilgili yapilan dekontaminasyon g¢alismalarinda Basaran ve ark.
[45] ve grubumuzca laboratuvar ol¢ekli dusuk basing plazmasiyla yapilmis olan bir
on deneme niteligi sayilabilecek c¢alisma diginda, herhangi bir c¢aligmaya
rastlanmamistir [49]. Bu calismalarda kullanilan plazma dizenegi atmosferik

skalada olceklendirilebilecek bir plazma duzenegi olmamakla birlikte uygulanan



islemin gida materyalinin spesifik 6zelliklerine etkisi Uzerinde herhangi bir ¢calisma

yapillmamistir.

Tez kapsaminda findik ve kirmizi pul biberin modelgida &6rnekleri olarak
secilmesinin baglica sebepleri; bu Urunlerin saglik agisindan buyuk risk olan
aflatoksinlerin baslica kaynaklarindan biri olmalari ve Glkemiz agisindan ihracatta
¢ok onemli bir paya sahip olmalaridir. Dolayisiyla, meydana gelebilecek her tarll

kayip hem saglik hem de ekonomik agidan bluyuk onem arz etmektedir.

Tezin temel basari ¢iktilari fungal sporlarda meydana gelen azalma ile birlikte bu
sporlarin uretmis olduklari aflatoksinlerin de detoksifikasyonunun saglanmasidir.
Bununla birlikte tez kapsaminda model gidalarin fizikokimyasal oOzelliklerinin
plazma uygulamalariyla nasil bir degisime ugradiklari da detayli olarak
incelenmistir. Ayrica plazmanin spor morfolojilerinde nasil bir degisiklige sebebiyet
verdiginin incelenmesi amaciyla uygulama oncesi ve sonrasi Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) goruntuleri karsilagtirmali olarak incelenmigtir. Tez kapsaminda
yenilikgi olarak degerlendirilebilecek bir diger yaklagim da plazma uygulamasi
sonucu degrade olmus farkh konsantrasyonlardaki aflatoksin ¢dzeltilerinin
sitotoksikolojik acgidan incelenip, olusan ikincil Urlnlerin daha toksik bir etki

gOsterip gostermediginin incelenmesidir.

Plazmanin gida guvenligi acisindan kullanimi oldukga yeni ve gelismekte olan bir
calisma alanidir. Calisma kapsaminda hedeflenen dekontaminasyon ve
detoksifikasyon islemlerinin gercgeklestiriimesi ile birlikte literatar, bilim ve gida

sanayisinin uygulama alanlarina bir¢ok katkida bulunulacagi dusunulmektedir.

(i) Sicakh@a duyarli maddelerin islenmesi 6zellikle gida endustrisi agisindan blyuk
onem arz etmektedir. Bunun sebebi bu materyallerin uygulanan islem
(sterilizasyon/ dekontaminasyon/kurutma vb.) ile birlikte bazi dnemli bilesenlerinin
kaybedilmesidir. Bu sebeple gida sanayinde yeni yaklagsimlarin hepsi disuk

sicaklikta ¢alisan teknolojilerin gelistiriimesi yonunde ilerlemektedir.

(i) Literatirde plazma sterilizasyon/dekontaminasyon igleminin gida drunlerine
uygulanmasi kavrami ¢ok yeni bir kavramdir. Bununla birlikte yapilan ¢aligmalarda
uygulanan islemlerin gida materyali Uzerine etkileri detayli bir bi¢imde

arastinimamistir. Tez kapsaminda kirmizi pul biber ve findik Urlnlerinin analizleri



detayli bir bicimde yapilmis olup literatire bu konuda 6zgun makalelerin

kazandirilacagi dusunulmektedir.

(i) Ulke icin en onemli kazanim, kisith ve pahal islemlerle dekontamine
edilebilecek Urlnlerin farkh ve ileri teknolojik uygulamalar ile igslenmesidir.
Teknolojik Ustunlugu, kullanim kolayligi ve ekonomik olma 6zelliklerinden dolayi
bu teknolojinin kullaniminin yayginlagsmasi ve kuskusuz gida endustrisinde kalite

artisinin saglanmasi hedeflenmektedir.

(iv) Ozellikle atmosferik temelli sistemin findik ve kirmizi pul biber isleyen
fabrikalarin isleyis protokoline entegre edilmesi dugsunulebilir. Boyle bir sistemin
sanayide kullanimi, depolamada kuf gelisiminden dolay1 gorulen Urun kayiplarini
azaltacak ve aflatoksin gibi kanserojenik etkili metabolitlerin de Grinden
uzaklastiriimasini saglayacaktir. Ulkemizin, diinyanin en blyik findik Ureticisi ve
saylili buyuk baharat Ureticilerinden biri olmasinedeni ile bu konu Uzerinde énemle

durulmasi gerekmektedir.

(v) Tez kapsaminda gerceklestirlen sitotoksisite testleri, tezin ¢iktilarinin saglik
agisindan irdelenmesi imkanini saglamakta ve aflatoksin pargalanma UrGnlerinin
toksisitesini yani plazma uygulamalarinin insan sagligini etkileme duzeyini de

koymaktadir.



2. GENEL BILGILER

Gidalarda meydana gelen fiziksel, kimyasal ve biyolojik bozulmalar tlketici
kullanimi agisindan sorunlara neden olmaktadir. Fiziksel bozulmalar 6zellikle
tuketicinin UrinU kabull agisindan 6nemli olup, ihracat degerlerini de etkileyen
parametrelerin basinda gelmektedir. Kimyasal bozulmalar 6zellikle hasattan sonra
baglayip depolama ve tagsima asamasinda gerceklesebilmektedir. Mikrobiyolojik
bozulma, tarladan baslayarak Urlinlin sofraya gelene kadarki surecinde
gerceklesebilecek birincil olarak dikkat edilmesi gereken tehtittir. Mikrobiyolojik
bozulma etkenleri sinirlandirildiginda diger bozulma etkenleri de belirli oranda
sinirlandirilmis olunur. Gida uretimi agisindan tehtid olusturan bu etkenler tliketici
kullanimina sunulurken gergeklestirilen  sterilizasyon, dezenfeksiyon ve
dekontaminasyon kavramlari gec¢cmekte, fakat igerik acgisindan Dbirbirleriyle

karistirilan bir durum yaratmaktadir.
2.1. Kiifler Hakkinda Genel Bilgi

Klfler, dkaryotik hlicre yapisina sahip, miselyum olusturan hetetrof funguslar
olarak tanimlanabilir. Kuf hicreleri ard arda dizilerek, hif adi verilen hicre
iplikgiklerini olustururlar. Hifler ise cesitli sekilde dallanma yapmak suretiyle bir
araya gelerek hif toplulugunu olusturmaktadir. Bu hif topluluklarina miselyum adi
verilmektedir [50].

Beslenilecek yuzeye temas edecek sekilde parallel olarak uzanan veya besiyeri
icine giren hiflere vejetatif hif (beslenme hifi), besiyerinin Ustunde kalan ve
cogunlukla kiflerin Greme organelleri olan sporlari tasiyan hiflere hava hifi denir.
Hava hifleri Greme vyapilarini olusturur ve c¢ogalmayi saglayan spor Ureten
konidiofor veya sporangiofor olarak adlandirilan yapilar icerirler. Burada uretilen

sporlarin etrafa dagilip ¢gimlenmesiyle cogalma gerceklesir [51].

Konidioforlarin ucundaki 6zel hicreler tarafindan Uretilen agikta meydana gelen
sporlara konidiospor (konidi) denir (Sekil 2.1). Konidiler buyuklik olarak
mikroskobiktir, ¢ok hafif ve kurudurlar, hidrofob yapilarindan dolayi kolaylikla
islatilamazlar ve birlesmeye meyillidirler. Ki¢lik ve hafif oluslari nedeniyle sporlar
kolaylikla hava yoluyla yayilabilmektedir. Eger sporlar kosullarin gelisme igin
uygun oldugu bir yere vyerlesirlerse hizlica c¢imlenir ve yeni kif kolonileri

olustururlar.



Sporangioforlarin sonunda sporangium adi verilen kese benzeri kapali yapilar
icerisinde Uretilen sporlara ise sporangiospor denilir. Bu sporlar sporangium
patladi§i zaman havaya yayilirlar. Sporangiospor ve konidiospor tird sporlarin
bircogu aseksuel (eseysiz) sporlar olarak adlandirilir. Gidalarda 6zellikle bulunan
bircok kuf bu yolla ¢ogalmaktadir. Bununla birlikte kifler askospor, oospor ve

zigospor gibi eseyli sporlarla da gogalabilmektedirler [51].

Klfler oldukga genis bir pH araliginda (pH 2-9) gelisebilmektedir. Optimum
gelisme sicakliklari 10-35°C ve gelismeleri icin optimum su aktivitesi ise 0,85’in
uzerindedir. Yuksek tuz ve seker konsantrasyonlarinda bile geligsebilmelerinin
yanisira kompleks karbonhidratlar, proteinler ve lipitleri de kullanabilmektedirler
[52].

2.1.1. Aspergillus

Mikotoksinlerden en kuvvetli toksik etkiye sahip olan aflatoksinler, ilk defa 1960
yilinda Ingiltere’de 100000 hindi ve &rdek yavrusunun oliimine sebep olan
“HindiX” hastalidi ile ortaya ¢ikmistir. Arastirmalar sonucunda, hindilere yedirilen
Brezilya kaynakl yerfistigi kispesinden izole edilen kuflere Aspergillus flavus cinsi

denmis ve bu kuf cinsinin Urettigi toksinlere de “Aflatoksin” adi verilmigtir.

Konidiofor

__Konidiler
___Sekonder sterigmg
0 u’,; 7_7:_,_,.,_Pr\mehr StE‘rigma
~Vezikul

__Konidiofor

- Ayak hucresi

Sekil 2. 1 Aspergillus’'un sematik gortnusu [53]

A. flavus kolonileri hizlica buyumekte ve 10-14 gunde 6-7 cm ¢apina ulagmaktadir.
Koloni rengi basta sari olmakta ve ilerleyen zamanda sari-yesil veya yesil bir

gorunum kazanmaktadir. Sekilleri diz ve radial olarak kirigik gorGnimliduar. Ters
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taraflari renksiz veya kumsu bej gorunumladdr. Konidioforlari 400-800 pm
uzunlugunda ve kure seklindeki vezikullerin (25-45 ym) tam altinda bulunmaktadir.
Veziklllerin ¢api ise 10-65 pm c¢apindadir. A. flavus konidyalari daha az puruzlu

iken A. parasiticus’un konidyalari ¢ok purtzludur [54].

Aspergilluslar mezofilik karakterli olup 6-8°C’den 50-60°C’ye kadar geligebilirler.
Optimum gelisme sicakliklari 35-38°C’dir. 10-13°C’nin altinda ve 41-42°C’nin
Uzerinde aflatoksin olusumu sinirlanir. En yuksek toksin olusumuna ise 25-
30°C’lerde ulasilir [55,56]. A. flavus ve A. parasiticus turleri diger bazi Aspergillus
turleri ile birlikte kserofilik kufler iginde yer alir. Aspergilluslarin optimum
gelismeleri icin gereken a,: 0,97- 0,99 olmakla beraber gelismelerini a,: 0,80

degerinin altinda da surdurebilirler [57].
2.1.2. Tarim Uriinlerinde Kiiflerin Sebep Oldugu Baslica Problemler

Kifler bir ¢ok tarim Urdnunde; 6zellikle kirmizi biber, incir, findik, misir, bugday,
arpa, cavdar ve bir ¢ok yagli tohumda tarlada, bahg¢ede, hasat sonrasinda,
depolama suresince veya bu urunlerin gida ve hayvan yemi olarak iglenmeleri

sirasinda dogal olarak gelismektedirler.

Kufler, gidalarin protein, yag ve Kkarbonhidratlarini enzimatik faaliyetlerle
parcalayarak gidanin dokusunu degistirmekte, yag igeriginin azalmasina, serbest
yag asidi miktarinin artmasina, proteinlerin pargalanmasina, amino asit
bilesiminde degisime, renk degisimine, kotu koku olusmasina, tat degisimlerine ve
agirhik kaybina (kuru madde kaybi) ve endospermdeki biyokimyasal degismeler
sonucu besin kaybina yol agmaktadirlar. Kufler saglam gidanin igine de

girebildiklerinden bakterilerden daha fazla zarar vermektedirler [58].

Kuflerin olusturdugu en 6nemli sorunlardan biri, gida ve yemlerde gelisen kuflerin
gelisme surecini tamamladiktan sonra miselleri icerisinde olusturduklari ve birgok
durumda Uzerinde bulunduklart Grune (substrata) salgiladiklar  toksik
metabolitlerdir [50]. Bu durum insan ve hayvan saghgdini tehdit ettiginden,
kiflenme ekonomik boyutun o6tesinde 6nem taimaktadir. Kiflerin Grettikleri bu

sekonder metabolitlere mikotoksin denir.

Gergeklestirilen bir calismada uUlkemizde aflatoksin g¢alismalarinin temelini iade

edilen ihra¢ drunlerimizin olusturdugu ve bunlarin basinda findik, antepfistigi,
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kirmizi biber, kuru incir geldigini bildirilmigtir [59]. Ozellikle ihracat potansiyeli
yuksek findik (birinci sirada), antepfistigi ve kirmizi biberde dinyanin sayili Uretici

ulkeleri arasinda yer almaktayiz [60].

Klfler ayrica tohumun ¢imlenme kapasitesini de olumsuz ydnde etkilemektedir.
Tohumlarin 6zellikle embriyo kisimlarini istila edip ¢imlenme kapasitelerini hizli bir
sekilde azaltmaktadirlar. Tahil tanelerinde kuflerin neden oldugu Uran kayiplari,
dunya c¢apinda ekonomik bir sorun tegkil etmektedir. Bazi tropikal ulkelerde
ariindn depolama sirasinda 1/3’Unian kufler nedeniyle kayba ugradigi belirtilmistir
[61].

Findikta kuf bulagsmasi yaygin olup, bazi tiurlerin gelismeleri insan ve hayvan
saghgi icin énemli bir risk olusturmaktadir. Findikta raf 6mrinU kisaltan etkenlerin
basinda kiiflenme gelmektedir. isleme kosullarinin iyilestiriimesi ve etkili bir fiziksel
ayinm ile aflatoksinli sert kabuklu UrGnlerde aflatoksin miktarinin % 90 oraninda

azaltilabilecegi belirtiimektedir [62].

Dunyadaki tarimsal Urdnlerin yaklasik % 25’i her yil mikotoksinlerden farkh
dizeylerde etkilenmekte, bu durum ciftlik hayvanlari ve tahil Greticileri ile isleyiciler
ve tuketiciler icin buylk ekonomik sorunlara neden olmaktadir. ABD ve Kanada’'da
sadece yemlerde ve iftlik hayvanlarinda mikotoksinlerin neden oldugu yillik

kaybin 5 milyar $ dlizeyinde oldugu tahmin edilmektedir [63].

Mikotoksinlerin yarattigi ekonomik kayiplar ve neden olduklari saglik sorunlarinin
farkina varilmasi, o6nlem alma ve kontrol igin uygun programlarin

gerceklestirilebilmesinde ilk basamagi olusturmaktadir [63,64].
2.1.3. Kiiflerin Aflatoksin Uretme Nedenleri

Kufler metabolik etkinlikleri sirasinda birincil ve ikincil metabolitler olarak
adlandirilan birgok Urun uretmektedirler. Birincil metabolitler, organizmanin geligimi
icin gerekli olup; bunlar arasinda yag asitleri, steroller, proteinler ve aromatik
aminoasitler yer almaktadir. ikincil metabolizma Urinlerinin, kiflerin normal
metabolik faaliyetleri agisindan bir 6neme sahip olmadigi ve logaritmik gelisme
fazinin sonlarinda sentezlendigi ifade edilmektedir [65-68]. Bu metabolitler kiflerin
¢ogalma evresinin sonuna dogru (tropofaz) veya durma evresinin basinda (idiofaz)

sentezlenmektedir.Bununla birlikte bu agiklamanin tam olarak dogrulanamamasi
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ortaya atilan cgesitli goruslerin de gunumuzde gecerliligini korumasina sebep

olmustur.

Mikroorganizmalarin sekonder metabolitleri sentezlemelerindeki amaci konusunda

belirtilen goruslerden bazilarini sdyle siralayabiliriz:

- Metabolizmanin tamamen durmasindansa, dustk bir akigla sUren sekonder
metabolizmanin mikroorganizma igin bir avantaj olusturdugu, hicrede biriken
bilesiklerin hucreden uzaklastirilabilecek maddelere gevrimini olanakh kildigi ileri
surulmekte, antibiyotik ve mikotoksinlerin antagonizm igin gerekli oldugu
dusundlmektedir. Bununla birlikte suda ¢b6zunemez bir endotoksin olan
sterigmatosistinin  salgilanmayarak miseller igerisinde birikmesi durumu bu

baglamda acgiklanamamaktadir.

- Sekonder metabolitler mikroorganizmalar tarafindan direk kullaniimamaktadir.
Bu nedenle metabolizmanin gereksiz metabolitleri olarak tanimlanmaktadir.
Antogonistik iligkilerin dogada pek saptanamamasi, sentezlenen urtnlerin miktarca
¢ok dusuk olmasi, antibiyotiklerin genellikle Uretici mikroorganizmayi da inhibe

etmesi sekonder metabolizmmanin bu konudaki amacini agiklayamamaktadir.

- Bazi goruglere gore de birgcok sekonder metabolit sentezini belirleyen genin
mikroorganizma igin gereksiz oldugu, evrim icinde bu genlerin ¢coktan DNA’dan
ayrilmalari gerekirken surtklenip geldikleri dustuinulmekte ve sonug¢ olarak evrim
icerisinde doganin tahmin edilenden daha konzervatif davrandigi ileri

surtimektedir [2].
2.2. Aflatoksinler, Toksisitesi, Metabolizmasi ve Limitleri

Gunumuzde bilinen 300’den fazla mikotoksin ¢esidi bulunmasina ragmen bunlar

icerisinde birinci derecede onemli olarak kabul edilenlerin sayisi 5-6 civarindadir.

Genel bir siralama yapilmasi gu¢ olmakla birlikte konu hakkinda c¢alisan
arastirmacilarin goérus birligine vardiklar aflatoksinler, okratoksin A, fumonisinler,

trikotesenler ve zearelenonun birinci derecede 6nemli mikotoksinler oldugudur.

Olusumu ve toksisitesi g6z online alindiginda AFB1 en dnemlilerinden biri olup
bunu sirasiyla AFG1, AFB2 ve AFG2 izlemektedir (AFB1> AFM1 = AFG1> AFB2
> AFG2 > AFM2). Aflatoksinlerin kendileri karsinojenik 6zellikte olmayip bunlarin

bazi metabolitleri bu etkiye sahiptirler [69,70].
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Bazi mikotoksinler misel icinde birikirken (endotoksin), birgogunun miselden
substrata dogru salgilandigi ve difuze oldugu gorulir. Bu nedenle kufli Grinlerden

miseller uzaklastirilsa bile Grinun mikotoksin tehlikesi ortadan kalkmaz [2].

Aflatoksinler kimyasal yapi olarak lakton bagi ve bifuran halkasi iceren difurano
kumarin turevleridir. Ultraviyole 1191 altinda mavi veya yesil floresans vermelerine
dayandirilarak adlandinimiglardir [71]. AFB1 ve AFG1 difuran halkasi icerirken
AFB2 ve AFG2 ise tetra bifuran halkasi icermektedir [72]. Aflatoksinlerin kimyasal
yapilari Sekil 2.2’de verilmigtir.

o OCH3

Sekil 2. 2 Aflatoksinlerin kimyasal yapilari

Aflatoksinler ylUksek sicakliklara kargi oldukga dayanikh olup, normal pisirme
sicakliklarinda ve pastorizasyon sicakliklarina karsi oldukga dayaniklidir. Ayrica
aflatoksinin yapisinda bulunan lakton halkasi bu molekulin alkali hidrolizine karsi
hassas olmasini saglamaktadir [73]. Aflatoksinler yltiksek toksisite ve kanserojenik

etkiye sahip akut ve kronik etki gosteren metabolitlerdir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2. 1 Gida ile baglantili akut ve kronik riskler [74]

AKUT RISKLER KRONIK RISKLER
YUKSEK
Mikrobiyolojik Mikotoksinler
Fikotoksinler Antropojenik bulasanlar
Bazi fitotoksinler Bazi fitotoksinler
Mikotoksinler Fikotoksinler
Antropojenik bulasanlar Gida katkilari
Pestisit kalintilar Pestisit kalintilari
Gida katkilari Mikrobiyolojik
DUSUK
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Aflatoksinler fare, sigan, hemstir, balik, drdek ve maymun gibi birgok hayvan
turlerinde yuksek karsinojeniteye sahiptirler. Bununla birlikte genotoksik etkileri de
bulunan aflatoksinler hakkinda Uluslararasi Kanser Arastirma Merkezi tarafindan
yapilan arastirmalarda bu toksinin insanlar Uzerinde de toksik oldugu belirlenmis
ve baslica bilinen aflatoksinlerin (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2) 1. Grup mikotoksin
oldugu belirlenmigtir (Cizelge 2.2). AFM21’in toksisitesi ise AFB1'den 10 kat daha
dusuk olup Grup 2B statlsunde siniflandirilmistir [75].

Cizelge 2. 2 Bazi 6nemli miktotoksinlerin IARC siniflandirmasi

IARC numarasi Mikotoksinin tanimi Mikotoksinler
1 insanlar igin kanserojenik Aflatoksinler
insanlar igin yiiksek olasilikla
2A yoc
karsinojenik
insanlar icin muhtemelen AFM1, OTA, FB(1-2-
2B - - N
kanserojenik 3), sterigmatosistin
insanlar igin kanserojenite DON, NIV, PAT, T-
3 ¢ J 2/HT-2, ZEN, citrinin,
siniflamasi yapilamamakta
fusarenon-X
insanlar icin muhtemelen
4 o o
kanserojenik degil

Avrupa Komitesi Komisyonu (Commission of the Europen Communities) gidalarda
aflatoksin B1 limitini 2 ng/gr ve toplam aflatoksin igerigini 4 ng/gr olarak
belirlemistir. Diger tum turler icin limitler 5 ng/gr toplam aflatoksin ve 10 ng/gr diger
toksinler olarak belirlenmistir. Bu limit degerler Glkemizde AFB1 i¢in 5 ng/g; TopAF
icin 10 ng/gr olarak belirlenmistir [76].

Ulkemizde Tiirk Gida Kodeksi'nde [77] gidalar, icin aflatoksin limitleri belirlenmistir.
Cizelge 2.3’te Turkiye'de gidalarda bulunmasina izin verilen aflatoksin dizeyleri ve
Cizelge 2.4'te ise Avrupa Birligi'nde gida maddelerinde bulunmasina izin verilen

en yuksek aflatoksin dizeyleri verilmistir [78].
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Cizelge 2. 3 Turkiye'de gidalarda bulunmasina izin verilen aflatoksin dizeyleri
(Mg/kg) [77]

Gida Maksimum Limit (ug/kg)

NO AFLATOKSIN By |B1+B,+G+G,| M,

Yerfistigi ve diger yagh tohumlar

(dogrudan insan tiketimine sunulmadan
veya gida bileseni olarak kullanilmadan dnce
1 ayliklama veya diger fiziksel iglemlere tabi| 8,0 15,0 —
tutulacak olan)

— Rafine bitkisel yag uretiminde kullanilan
yerfistigi ve diger yagh tohumlar hari¢

Badem, Antepfistigi ve kayisi ¢ekirdegi

(dogrudan insan tiketimine sunulmadan
2 veya gida bileseni olarak kullanilmadan dnce 12,0 15,0 -
aylklama veya diger fiziksel iglemlere tabi
tutulacak olan)

Findik ve Brezilya findigi

(dogrudan insan tiketimine sunulmadan
veya gida bileseni olarak kullaniimadan énce
3 aylklama veya diger fiziksel islemlere tabi| 8,0 15,0 —
tutulacak olan)

— Rafine bitkisel yag uretiminde kullanilan
findik hari¢

Sert kabuklu meyveler

(dogrudan insan tiketimine sunulmadan
4 veya gida bileseni olarak kullaniimadan 6nce 8,0 15,0 —
aylklama veya diger fiziksel iglemlere tabi
tutulacak olan)

Yerfistigi, diger yagli tohumlar ve bunlarin
islenmis Urtnleri

(dogrudan insan tlketimine sunulan veya

gida bileseni olarak kullanilan) 5.0 10,0 T

— Rafine edilecek bitkisel ham yag ve
rafine bitkisel yagd hari¢

Badem, Antepfistigi ve kayisi ¢cekirdegi

6 (dogrudan insan tuketimine sunulan veya 8,0 10,0 —
gida bileseni olarak kullanilan)

Findik ve Brezilya findigi

(dogrudan insan tlketimine sunulan veya
7 gida bileseni olarak kullanilan) 50 10,0 —

— Rafine bitkisel yag uretiminde kullanilan
findik harig

Sert kabuklu meyveler ve bunlarin iglenmis
8 arnleri (dogrudan insan tliketimine sunulan| 5,0 10,0 —
veya gida bileseni olarak kullanilan)
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Kurutulmus meyveler

(dogrudan insan tiketimine sunulan veya
gida bileseni olarak kullanilan)

8,0

10,0

10

Tahillar, bunlardan elde edilen Urlnler ve
bunlarin islenmis Urlnleri

2,0

4,0

11

Misir ve piring (dogrudan insan tiketimine
sunulmadan veya gida bileseni olarak
kullaniimadan o6nce ayiklama veya diger
fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

5,0

10,0

12

Cig sut, sl iglem gérmis sit, stt bazh
urtnlerin tretiminde kullanilan st

0,050

13

Baharatin asagidaki turleri igin;
— Kirmizibiber (Capsicum spp.)

(bunlarin  kurutulmus meyveleri, tim ve
6gutulmus 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
karisim baharat

5,0

10,0

14

Bebek ve kiigik gocuk ek gidalari

0,10

15

Bebek formiilleri ve devam formdilleri

(bebek sutleri ve devam siitleri dahil)

0,025

16

Bebekler icin 6zel tibbi amacli diyet gidalar

0,10

0,025
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Cizelge 2. 4 Avrupa Birligi'nde gidalarda bulunmasina izin verilen aflatoksin
duzeyleri (ug/kg) [78]

Gida Maksimum Limit (ug/kg)

NO AFLATOKSIN B, |B1+B,+G+G, | M,

Yerfistigi ve diger yagh tohumlar

(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya
gida bileseni olarak kullanilmadan &nce
1 aylklama veya diger fiziksel islemlere tabi| 8,0 15,0 —
tutulacak olan)

— Rafine bitkisel yad Uretiminde kullanilan
yerfistigi ve diger yagh tohumlar hari¢

Badem, Antepfistigi ve kayisi ¢gekirdegi

(dogrudan insan tiketimine sunulmadan veya
2 gida bileseni olarak kullanilmadan &nce 12,0 15,0 -
aylklama veya diger fiziksel iglemlere tabi
tutulacak olan)

Findik ve Brezilya findigi

(dogrudan insan tiketimine sunulmadan veya
gida bileseni olarak kullanilmadan &nce
aylklama veya diger fiziksel islemlere tabi
tutulacak olan)

8,0 15,0 —

Sert kabuklu meyveler

(dogrudan insan tiketimine sunulmadan veya
4 gida bileseni olarak kullanilmadan &nce 5,0 10,0 -
aylklama veya diger fiziksel iglemlere tabi
tutulacak olan)

Yerfistigi, diger yagh tohumlar ve bunlarin
islenmis Grdnleri

(dogrudan insan tiuketimine sunulan veya gida

5 bileseni olarak kullanilan) 2.0 40 T
— Rafine edilecek bitkisel ham yag ve rafine
bitkisel yag hari¢
Badem, Antepfistigi ve kayisi ¢gekirdegi
6 (dogrudan insan tiuketimine sunulan veya gida 8,0 10,0 -
bileseni olarak kullanilan)
Findik ve Brezilya findigi
7 (dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida 5,0 10,0 -
bileseni olarak kullanilan)
Sert kabuklu meyveler ve bunlarin islenmis
artnleri
8 2,0 4,0 —

(dogrudan insan tiuketimine sunulan veya gida
bileseni olarak kullanilan)
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Kuru meyveler
(Dogrudan tiketime sunulmadan veya gida
9 bileseni olarak kullaniimadan once | 9.0 10,0 -
siniflandirma, ayiklama gibi fiziksel islemlere
tabi tutulacak olan)
Kurutulmus meyveler
10 (dogrudan insan tiketimine sunulan veya gida 2,0 4,0 -
bileseni olarak kullanilan)
Tahillar, bunlardan elde edilen Urunler ve
11 bunlarin iglenmis Granleri 2.0 4,0 _
Misir ve piring
(dogrudan insan tiketimine sunulmadan veya
12 gida bileseni olarak kullaniimadan &nce | 2.0 10,0 -
aylklama veya diger fiziksel islemlere tabi
tutulacak olan)
13 99 sqt, "ISIl. |§Iem gérmus §ut, sut bazh | o 0,050
artnlerin Gretiminde kullanilan sut
Baharatin asagidaki tirleri igin;
— Kirmizibiber (Capsicum spp.)
(bunlarin  kurutulmus meyveleri, tim ve
6gutilmis halleri dahil)
— Karabiber (Piper spp.)
14 (bur)larm meyveleri, akbiber ve karabiber 5.0 10,0 o
dabhil)
— Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)
— Zencefil (Zingiber officinale)
— Zerdegal (Curcuma longa)
— Bunlarin bir veya birkagini iceren karigim
baharat
15 Tahil bazh iglenmis gidalar, bebek ve kuguk 0.10 o o
cocuk gidalari
Bebek formulleri ve devam formdalleri
16 — — 0,025
(bebek sutleri ve devam sutleri dahil)
17 Bebekler igin 6zel tibbi amacli diyet gidalar 0,10 — 0,025
Avrupa Birligi'nin Gida Maddelerinde Bazi Kontaminantlarin Maksimum
Duzeylerini Belirleyen Komisyon Direktifinde; o6zellikle AFB1 olmak Uzere,

aflatoksinlerin genotoksik karsinojen maddeler oldugu, bu nedenle herhangi bir

NOEL (No Observable Effect; gozlenebilir etki olugturmayan dizey) ve ADI
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(Acceptable Daily Intake; kabul edilebilir gunlik alim miktar1) degerinin

belirlenemedigine deginilmektedir [79].
2.2.1. Aflatoksinlerin Organizma Uzerindeki Etkileri

Aflatoksinlerin yasayan organizmalardaki etkileri ¢ok ciddi boyutlara ulagsmaktadir.
Bu etkileri biyokimyasal ve biyolojik etkiler olarak iki ana baslik altinda incelemek

mumkundur [80].
2.2.1.1. Biyokimyasal Etkiler

Aflatoksinler in-vivo ve in-vitro ortamlarda ylksek dozlarda butlin biyokimyasal
sistemlerde ¢oklse neden olarak; dusuk dozlarda ise farkli metabolik sistemleri

etkileyerek biyosentetik inhibitorler etkisine neden olmaktadirlar [81].
2.2.1.2. Enerji Metabolizmasi Uzerindeki Etkileri

AFB1, AFG1 ve AFM1 elektron tasima sistemini etkileyerek dokularin oksijen
alimini engellemektedirler. ATPaz enzim aktivitesini engelleyerek ATP Uretiminde

duguse neden olmaktadirlar [82].
2.2.1.3. Karbonhidrat ve Lipit Metabolizmasi Uzerindeki Etkileri

Aflatoksinler glikojen Uretimini (glikojenesis) azaltmakta, karacigere glikoz
transferini engellemekte ve glikojenin glikoza yikimini artirarak (glikojenoliz)
hepatik glikojen miktarinda azalmaya sebep olmaktadir. Ayrica lipid sentezi ve

hicreler arasi tasinimi artmaktadir [82].
2.2.1.4. Niikleik Asit ve Protein Metabolizmasi Uzerindeki Etkileri

Aflatoksinler DNA’ya baglanarak aktivitelerini azaltmaktadirlar. Aflatoksin
molekulinuin 8,9 konumu oksidasyon sonucu Aflatoksin-8,9-oksite donusur, sonra
da kovalent bagla; DNA, RNA ve proteine baglanir. AFB1’in DNA'ya afinitesinin
AFG1 ve AFM1’'den ¢ok daha ylksek oldugu belirtiimistir. AFB1’in epoksit formu
DNA’ya bagdlanip transkripsiyonunu engellemektedir [83,84]. Bunun yani sira
RNA’ya baglandiginda protin sentezini engellemektedir [84]. AFB1 bulundugu
doza bagli olarak serum albuminle birlegerek proteinlerin lizin aminoasiti iceren
kisimlarina baglanirlar. Bu yolla insanlarin AFB1’e ne kadar maruz kaldiklari da
tespit edilebilmektedir [85].
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2.2.1.5. Biyolojik Etkileri

Biyolojik etkiler karsinojenite mutajenite, teratojenite, hepatoksisite, aflatoksikoz
olarak siralanabilir. Aflatoksinler DNA’nin N; konumundaki guanin bazina kovalent
bag ile baglanabilmektedir (Sekil 2.3). Bu aktivasyon reaksiyonu sonucu, hicre
veya organizma ig¢in potansiyel bir biyolojik tehlike olarak gorilen toksik,

karsinojenik ve genotoksik etkiler ortaya ¢cikmaktadir [86].
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Sekil 2. 3 AFB1-N7-Gua kompleksi [87]

Aflatoksinler, insanlarda ve hayvanlarda oldukga gugcli akut toksik etki
gOstermektedirler. Sindirim sistemi yoluyla vicuda alinan aflatoksinler birgok
canlida akut toksisite ve karsinojeniteye neden olmakla birlikte, etkilenen baslica
organ karaciger olmaktadir. Aflatoksinler, akut toksik ve karsinojenik etki

gosterebilmeleri icin oksidatif metabolizmaya ugramalidirlar [88].

Diyetle alinan aflatoksin karacigerden kolayca diger organlara dagilabilir ve orada
metabolize olarak toksik veya karsinojenik etki gosterebilmektedir. Akut toksisite,

kontamine Urdnun tuketimini takip eden 3 hafta icerisinde olugabilmektedir [71].

Yapilan son galismalar, aflatoksine maruz kalan insanlarda karaciger kanseri
g6rulme oraninin ylksek olmasina kronik enfeksiyonlarin da neden olabilecegini
ortaya koymustur. AFB1’in deney hayvanlarinda hucre bagisikligini baskiladigi
gorulmastar [69].
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Cizelge 2. 5 Farkh aflatoksin tlrlerine ait LD50 degerleri

Toksin LDso (mg/kQg)
AFB1 0,36
AFB2 1,70
AFG1 0,80
AFG2 2,50
AFM1 0,80
AFM2 3,10

Hayvan tlrlerinde tek cesit doz aflatoksin uygulamasiyla ¢ok genis bir aralikta
LD50 degeri elde edilmektedir. Birgok tur igin bu deger 0,5-10 mg/kg vucut agirhgi
arasinda degismektedir [89]. Omaye [71], aflatoksinin LD50 degerinin 0,5 mg.kg™
(vacut agirhdi) oldugunu ve 72 saat icinde karaciger hasari, bagirsak sisteminde
ve karin boslugunda kanama nedenleriyle olum gercgeklestigini belirtmislerdir.
Muller ve Weber [90] ise aflatoksin derivatlarinin LD50 degerlerinin Cizelge 2.5’teki

gibi oldugunu belirtmislerdir.
2.2.2. Aflatoksin Olugsumunu Etkileyen Faktorler

Mikotoksinler pirimer olarak kuiflerin miselyumunda olusur ve sporlarda da
bulunma olasiliklari vardir. Bu sekonder metabolitler kuflerin Gremelerinin
eksponansiyel fazlarinin sonunda sentezlenmekte ve kuflerin Ureme ve
gelismelerini  biyolojik olarak etkileyecek herhangi bir belirtiye neden
olmamaktadirlar [65,67,91-93].

Mikotoksinler kuf gelisiminde eksponansiyel fazin sonunda veya duragan fazin
baslangicinda uretilmektedir. Aspergillus cinsi kiuflerde aflatoksin Uretimi beginci
glnde, duragan faza yaklasilirken maksimuma c¢ikmaktadir. Altinci ve sekizinci
gunler arasinda aflatoksin Uretimi azalmaktadir. Aspergillus cinsi kufler optimum
sicaklik (27-30°C) ve nem (% 85) kosullari saglandigi taktirde 24 saat iginde
aflatoksin Uretmeye basglarlar ve maksimum aflatoksin Uretimi saglanana kadar

uretim artarak devam eder ve sonrasinda azalarak yaklasik 12 gln surebilir [94].

Mikotoksin olusumunu etkileyen birgok faktér bulunmakla birlikte bunlarin basinda
cevresel faktorler gelmektedir. Tarim UrGnU veya gidanin nem igerigi, atmosfer
bagil neminden etkilendiginden sicaklikla birlikte bagil nem o6ncelikle fungus
sporlarinin gimlenmesini ve misellerin gelismesini ardindan da toksin olugsumunu

etkileyen en 6nemli faktérdir. Tarim UGrGninin veya gidanin g¢esidi, kimyasal
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kompozisyonu, urtnun yetistirildigi klima zonu, Grinun uygunluk durumu, hasat,
islemler, depolama bulasan kuflerin spektrumuna etki eden diger faktorlerdir.
Ayrica atmosferik oksijen, diger modifiye atmosfer gazlar, isik, sltre, pH gibi

faktorlerin de etkisi vardir (Cizelge 2.6).

Karbon, azot varligi da aflatoksin Uretiminde O6nemli rol oynamaktadir. Basit
sekerler (Glikoz, sukroz, maltoz ve galaktoz) aflatoksin dretimini artirirken,

kompleks karbonhidratlar (nisasta ve pepton gibi) arttirmaz [72,95].

Cizelge 2. 6 Mikotoksin olusumunu etkileyen faktorler [96]

Tarlada | Hasat ve Kurutmada Depoda
Fiziksel Faktorler
Nem +
— Kurutma hiz -
— Tekrar 1slanma -
— Nisbi rutubet +
— Net buharlagsma +
+

+

+ + + 4+

Sicaklik
Mekanik hasar
Hububatin karismasi -
Kizisma -
Zaman +
Kimyasal Faktorler
CO; - -
O,

Substrat yapisi
Mineral degerler
Kimyasal uygulama (ilaglama) - -
Biyolojik Faktérler

Bitki stresi

Zararhlarin faaliyeti

Bitki farkhliklari

Fungal cins farkliliklari

Fungal yuk

Bocek zararlari

Bitki hastaliklari kaynakli zararlar
Mikrobiyolojik ekosistem

P+ o+ o+ o+ o+ o+t
+ + + + +

+

+ +
1
+ + + + +

o4 1

+

+ + + 4+ + + + +
+ + + 4+ + + + +

2.2.3. Gidalarin Aflatoksinler ile Kontaminasyonu

Gidalarin aflatoksinlerle kontaminasyonu temelde iki yolla gerceklesebilir. Bunlar
direkt (primer mikotoksikozis) ve indirekt (sekonder mikotoksikozis) olarak
gerceklesebilir. Sekil 2.4'te bu kontaminasyon yollarina ait detayli anlatim yer

almaktadir.

a) Direkt kontaminasyon: Tarlada tarimsal Urunlerin, hammaddenin, yari-mamul
maddenin ve son Urunlerin dogrudan kuf ile kontaminasyonudur. Direkt
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kontaminasyon ekmekte, meyvelerde, dogal kuflerle olgunlagtirilan et Granlerinde,
sut mamullerinden 6zellikle peynirlerde gorulir. Ancak mikotoksin icerikleri yiksek
duzeyde olabilecek kuflenmis ekmek ve meyveler tiketiimeyecek gorintiye sahip
olduklari igin direkt tuketim igin risk olugsturmazlar.Tarlada bozulmaya 6rnek olarak

Ozellikle Turkiye icin dnemli bir Grtn olan findiklarda aflatoksin olugumu verilebilir.

b) indirekt kontaminasyon: Mikotoksinle kontamine olmus hammaddelerin veya
katki maddelerinin  gida Uretiminde  kullanilmasiyla meydana gelen
kontaminasyondur. Ozellikle yemlerin kontamine olmasi sonucu bu yemleri
tuketen hayvanlardan elde edilen Urunlerin kaynaklanmaktadir. AFB1 iceren
yemlerin tuketilmesi sonunda ineklerde olusan bir metabolit olan AFM1 ile
kontamine olmus sit ve st Grlnleri verilebilir [97]. Ayrica patulinle kontamine
olmus meyvelerin meyve suyu ve konsantrelerine islenmesi, aflatoksin igeren
incirlerden kuru incir ve incir ezmelerinin Uretilmesi, yine kontamine yer fistiklarinin
fistik ezmesi vb. UrUnlerde kullaniimasi indirekt yolla kontaminasyonlara ornek
olusturur. Cesitli gidalarda tat ve aroma kazandirmak amaciyla kullanilan baharat
(kirmizi toz biber, kirmizi pul biler, karabiber, zencefil, safran, kisnis) ¢ogunlukla
mikotoksinlerle  kontaminedir. Baharat 0Ozellikle et Urunlerinde indirekt

kontaminasyona neden olmaktadir [1].

Bitkisel Grtnler
\1/ Hayvanlar tarafindan
- T > tiiketim
KUf bulagsmasi ve
mikotoksin \l/ \l/
olusumu
\1/ tI)DqkuIara Site salgilanma
aglanma
insan ve hayvanlar v v
% / Et Granleri St drdnleri
-Kuf sporlarinin Toksin iceren \l’ \1/
solunumu gida veya yemin ]
-Deri ile temas direkt tiketimi Insanlar tarafindan tiketim

Sekil 2. 4 Mikotoksinlerin insan ve hayvanlara gegis yollari
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Yukarida belirtilen iki kontaminasyon yolunun diginda taginma-kalinti (carry over)
adli dglncu bir kontaminasyon vyolu da bulunmaktadir. Ciftlik hayvanlari
mikotoksinlerle kontamine yemlerle beslendiklerinde toksinleri metabolize ederek,
baylk kismini idrar ve digki ile atarlar. Ancak metabolize formlara kanda, sutte,
bazi organlarda hatta ender olarak yagli kas dokularinda rastlanir. Aflatoksin
iceren yemlerin sut ineklerine yedirilmesi sonucu AFB1 ve AFB2, aflatoksin M1
(AFM1) ve aflatoksin M2 (AFM2)’ye donuserek kalinti halinde sltte ortaya cikar.
Hayvansal gidalardan sat, karaciger, bobrek, yumurta "Carry over" yoluyla
aflatoksinle kontamine olur. Yemlerin kritik aflatoksinkonsantrasyonlarinda, toksin

% 0,01-0,3 orani ile organ ve dokulara gegmektedir [2].

Potansiyel kontaminasyon kaynaklarindan (fungal enfeksiyon ve mikotoksin
uretimi) bir tanesi igin, Uretim zincirindeki bircok hassas kaynak dikkatlice takip
edilmelidir. Uretimdeki herbir prosese biitiin gdziyle bakilmasi tretim kalitesini
etkileyecektir (Sekil 2.5).

Hasat oncesi Hasat sonrasi

Mahsul Meyve Ayiklama-
.>. Y Y _>

, Tasima 5 Depolama

buylmesi olusumu siniflandirma

S Hasat —_— Kurutma £

Sekil 2. 5 Hasat Oncesi ve sonrasinda gergeklesen, toksin olusumunun
gercgeklestigi basamaklara ait diagram



Uygun olmayan kosullarda yapilan hasat, kurutma teknigine uygun yapilmayan
kurutma, depolama ve igleme sonucunda findikta kuf geligsiminin gorulmemesi

neredeyse kaginilmazdir [98].

Aflatoksin olusumunun findiklarin erken hasat edilmesi, yas olarak rutubetli
ortamlarda naylon guvalda bekletiimesi ve toprak Uzerinde kurutma yapilimasi
durumunda artis gosterdigi, yagish kosullarda giftgi harman yerlerinde kurutma
isleminin uzun strmesi durumunda limitlerin Gzerinde aflatoksin olusabilecegi

tespit edilmigtir [99].

Mikotoksin Uretimi i¢in gereken min. a,, degerleri, gelisim icin talep edilen min. ay
degerlerinden daha yuksektir. Her bir mikotoksin ¢esidi bu toksinleri sentezleyen
kaf tarGne bagli olarak farkli a,, degerinde olusturulur. Mikotoksinlerin ylksek
dizeyde sentezlenmeleri, kuflerin optimum gelisme sicakliklarinda veya biraz

daha altinda gergeklesir.
2.2.4. Dogal ve Yapay Aflatoksin Kontaminasyonu

Litaratlrde aflatoksin kontaminasyonunu saglamak amaciyla dogal (natural) ve
yapay (artificial) kontaminasyon yontemleri kullaniimaktadir. Dogal aflatoksijenik
kufler tarafindan Uretilmis olan veya aflatoksijenik kuflerle kotamine edilmis
orneklerde olugan aflatoksin “dogal kontaminasyona” Ornektir. Yapay olarak
aflatoksin kontaminasyonu ise orneklerin direkt olarak aflatoksin ile kontamine
edilmesine denmektedir. Dogal kontaminasyonda olusmus olan aflatoksinin
ornekteki dagihmi duzensizdir. Bununla birlikte yapay kontaminasyon gergek
uretim kosullarini simile edememektedir. Gergek uretim kosullarina ulagsmak
amaciyla dogal kontaminasyon tercih edilmekte ve burada meydana gelebilecek

hatalari minimize etmek igin de 6érnek miktari fazla tutulmaktadir [100].

Alencar ve ark. [101] ve Proctor ve ark. [102], yapay ve dogal olarak kontamine
edilmis olan fistik dérneklerinden aflatoksin uzaklastiriimasinin dogal 6rneklerde
daha zor oldugunu belirtiimislerdir. Buradaki temel sebepler incelendiginde
aflatoksinin yapay olarak kontamine edildigi 6rneklerde bu kimyasalin sadece
ornek yuzeyinde kaldigi ve aflatoksin dagilimlarinin homojen olmadigi belirtiimistir.
Bununla birlikte dogal kontaminasyonda aflatoksinin sadece yluzeyde degil Urin
icerisinde ve kotiledonda da bulundugu belirtiimistir. Dogal kontamine drtnlerdeki

aflatoksin dagiimini agiklayan iki hipotez belirtiimistir. Bunlardan ilki ylizeyden ig

26



kisimlara dogru aflatoksin difiizyonu olmasidir. ikincisi ise aflatoksijenik kiiflerin

arinun kotiledon kismina penetre olarak aflatoksini burada olusturmasidir.

Tez kapsaminda gercgeklestirilecek olan dogal ve yapay kontaminasyonlarda
burada belirtilmis olan yontemlerin dezavantajlarini minimize etmek igin c¢esitli

modifikasyonlar yapiimistir.
2.2.5. Aflatoksin Olusumunun/Bulasmasinin Onlenmesi

Aflatoksinli Grdnler saglam Urldnlerden kimyasal o6zelliklerinin yaninda fiziksel
Ozellikleri itibar ile de farklhiliklar gdsterebilmektedirler. Bu fiziksel farkhliklardan
faydalanilarak ayirma igleminin Uzerinde 6nemle durmak gerekmektedir. Ancak
aflatoksin  detoksifikasyon islemleri sirasinda gida ya da yemde yeni
toksik/mutajenik maddeler olusabilmektedir. Bu nedenle, detoksifikasyona tabi
tutulmus Urlnler insan veya hayvanlar tarafindan tiketildiginde sorunlar meydana
gelebilmektedir. Bu nedenle Diinya Saglik Orgutiu tarafindan detoksifikasyona
ugramis urun tuketimi uygun bulunmamaktadir. Dolayisi ile, ihracat GrGnlerimizin
gelecegini kurtarmak ve ekonomik kayiplari en aza indirmek igin bu konuda

oncelikle aflatoksin olusumunu engelleyici dnlemler almak bir zorunluluktur.

Kuf kontaminasyonu ve gelisiminin engellenmesi igcin dizenlenmesi ve kontrol

altinda tutulmasi gereken baslica parametreleri soyle siralayabiliriz:
1) Ciftlik/alan yonetimi
2) Antifungal ajanlar
3) Genetik muhendislik yaklagimlari
4) Cevresel sartlarin kontrolU:
a) Nem
b) Sicakhk
c) Atmosfer

Kontaminasyonun alan yonetimi bazinda engellenmesi igin kif ile kontamine
olmamig tohum kullanma, Urin rotasyonu, toprak kultivasyonu, sulama ve
gubreleme islemleri, boceklenme ve hastalanmanin kontrolt saglanmalidir. Ayrica

ardnlerin uygun olgunlukta toplanmasi ve toplanirken yaralanmamasina dikkat
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edilip, depolama kosullari da optimize edilerek kuf kontaminasyonunun ve

aflatoksin Uretiminin dnune gegilebilir [103].

Kisa zincirli yag asitleri kaf gelisimini durdurmaktadir. Propiyonik asit iyi bir
fungustatik ajan olarak A. flavus gelisimini engellemektedir. Bu maddeler ugucu
yag asitleridir ve ylksek nem icerigine sahip hayvan yemleri olan misirlarda
kullanilirlar [104]. Sorbik asit tuzlari da A. flavus ve A. parasiticus turlerinin
gelisimini engellemektedirler [105]. Diklorvos herhangi bir antifungal etkiye sahip

olmamasina ragmen A. parasiticus’un aflatoksin uretimini inhibe eder.

Genetik muhendislik bazinda kuf gelisimine direngli veya toksin uretimini

engelleyebilecek ¢alismalar en ideal sonucu verebilir.

Hizli goérintileme teknikleri de kuf yayilmasini engellemekte kullanilabilecek
yontemler arasindadir. ClnkU genellikle kontamine olmus Urtin baslangigta miktar
olarak azdir. Manuel, mekanik ve elektronik yontemler yarali veya rengi bozuk
artnlerin ayrilmasi Urandeki aflatoksin igerigini azaltmaktadir [106]. Bununla
birlikte hava ile ayirma yontemi kullanilarak az yogun ve hafif Grinler belirlenen
kalitedeki drlnlerden ayrilabilmektedir. Kaldirma kuvveti kullanilarak misir gibi
urinlerde aflatoksin kontaminasyonu olan urunlerin ayrimi belirli oranlarda

gerceklestirilebilmektedir.

Cevresel sartlar ve depolar urunlerin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik kalitelerini
belirleyen baslica unsurlardir. Spesifik fungal turler cevre nemi, sicakligi, ortamda
rekabetci mikroorganizmalarin bulunmasi ve ortamin dogasi gibi etkenlere bagl
olarak gelisebirler. Bu ve diger faktorler kif metabolizmasini ve toksin uretme

kapasitesini etkileyebilmektedirler [107].

Mikotoksin kontaminasyonu temelde hasat 6ncesi (pre-harvest), hasat zamani
(harvesting) ve hasat sonrasi (post-harvest) depolama ve isleme slregleri olarak
gergeklesir. Aflatoksin olusumunun énlenmesi i¢in dncelikle hammaddenin tarlada
gelisimi, gelisim sirasinda meydana gelen zararl istilalar, iklim degisikliklerine
bagl bozulmalar ve fiziksel etkenler, Griinin hasati, depolanmasi, nakliyesi, Urtine
islenmesi ve Urun elde edilmesi asamalarinda kuf bulagmasinin engellenmesi
veya en aza indiriimesi onem tasimaktadir. Findiklarin hasattan hemen sonra
kurumus cotanaklarindan ayrilmasi esnasinda ve daha sonrasinda i¢ findikta

mekanik ¢arpmalardan dolayr meydana gelen yaralanmalar ve zedelenmelerin
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findigin mikrobiyolojik ve kimyasal olarak bozulmasina neden oldugunu
belirtiimistir. Mikrobiyal bulagsmanin tarlada kontrol altinda tutulmasi ¢ok gugtur.
Bununla birlikte mikrobiyal bulagsma urinun hasati ve onu izleyen asamalarda
alinacak hijyen ve sanitasyon onlemleri ve iyi uretim uygulamalariyla buyuk olgtude

engellenebilir.

Aflatoksin  bulagmasinin  Onlenemedigi durumlarda drunlerden aflatoksinin
uzaklastiriimasi ve detoksifikasyonu amaciyla ¢ok sayida arastirma yapilmakta ve

fiziksel, kimyasal ve biyolojik birgok yontem denenmektedir.

Temel olarak gida ve yemlerde aflatoksin kaynakli kontaminasyonlarin

engellenmesi igin 3 farkli olasilik mevcuttur. Bunlar [108];
1. Kontaminasyonun engellenmesi
2. Aflatoksin iceren gida ve yemlerin detoksifikasyonu

3. Mikotoksinlerin  tuketilen gidalar araciigi ile sindirim  sisteminden

absorbsiyonudur.

Hangi strateji kullanilirsa kullanilsin dekontaminasyon iglemlerinin sahip olmasi

gereken bazi temel kriterler mevcuttur. Bunlar [108-110];

e Mikotoksin tamamen uzaklastiriimali, inaktive edilmeli veya toksik olmayan
uranlere parcalanmali

o KuUf sporlari ve miseller toksin olusumu saglanmamasi adina yok edilmeli

e (Gida veya yem maddesi besinsel degerini kaybetmemeli yenilebilir 6zellikte
olmali

¢ Hammaddenin fiziksel 6zellikleri degismemeli

e Teknik ve ekonomik olarak uygulanabilir olmali. Dekontaminasyon iglemi

uran getirisinden daha yuksek olmamalidir.

Aflatoksinin Grinden uzaklastiriimasi ile ilgili olarak arastinlan farkh yontemler,
belirli derecelerde basarili bulunmasina karsin; yeterli detoksifikasyon duzeylerini
saglayamamalari, besin 6gelerinde kayiplara neden olmalari ve ylksek maliyet

gerektirmeleri gibi onemli dezavantajlara sahiptir.

Aflatoksinlerin detoksifikasyon uygulamalarinin temel amaci furan halkasindaki gift
bagl kirmak yada lakton halkasini agmak olmalidir. Lakton halkasi acgildiginda

aflatoksin-DNA kompleksinin olusumunu engelleyen diger reaksiyonlar olugabilir
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[111]. Bu tarz yapisal degisiklikler aflatoksinler tarafindan absorblanan enerjiler

veya aktif turleri yok eden veya bloklayan kimyasallarla olusabilir [112].

Gida ve yemlerde aflatoksin detoksifikasyonunu saglamak amaciyla birgok yontem
kullaniimaktadir. Bu yontemlerin temel amaci gidalarda toksini uzaklastirmak veya
toksini gidanin icinde iken yok etmektir. Aflatoksin detoksifikasyon yontemleri

fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak siniflandirilabilir.
2.2.6. Kontamine Olmus Uriinlerin Ortamdan Uzaklastiriimasi
2.2.6.1. Fiziksel Ayirma ve Temizleme

Aflatoksinlerin kimyasal yollarla ayriimasi bircok Ulkede yasaklandigr igin
kontamine UrUnlerin fiziksel ayrilmasi Ureticiler igin dnemli bir opsiyondur [113-
117].

2.2.6.2. Siniflandirma

Yarali, rengi degismis ve gozle gorulir seviyede kuf olusumu olan Grdnlerin
ayrilmasi toplam Urande bu tarz 6zelliklere sahip tanelerin az olmasindan dolyi
onemlidir. Manuel, mekanik ve elektronik ydntemlerin hepsi siniflandirma igin
uygulanabilir. Manuel ayirmada buydklik, sekil, renk ve kuf bulasilari
ayrilabilmektedir. Fakat bu islem basit olmasinin yaninda zaman alici bir iglemdir.
Endlstriyel duzeyde elektronil  siniflandirma ve ayiklama  makinalari
kullaniimaktadir. Ozellikle floresan 1sik (365 nm) kullanilarak gerceklestirilen

siniflama ile aflatoksin bulasisi olan Urtnler rahatga ayrilabilmektedir [118].
2.2.6.3. Yogunluklarina Gore Ayirma

Diger bir aflatoksin dekontaminasyon metodu ise yuzdirme ve yogunluklarina
gbre ayirmadir. Bu islem 0ozellikle misirlarda etkin bir bicimde kullaniimaktadir.
Klfler tarafindan hasar olusmus, mikotoksin bulasmis taneler farklh fiziksel
ozellikler gostermektedirler. Yogunluklarina gore ayrimda su ve doygun sodium
klorit ¢ozeltileri ylzeyinde kalabilen tanelerin ayrilmasi ile hububatlarin DON, ZEN
ve aflatoksin miktarlarinda biyik dusts gézlenmektedir [119]. Ozellikle kugik
taneli dranlerde ve Ozellikle misirda yogunluga gore ayrim uygulanabilmektedir
[117,120].
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2.2.6.4. Yikama

Su ve sodium karbonat solusyonlari ile ylkama Fusaryum toksinlerinin tahil ve
misirlarda azalmasina neden oldugu belirtiimistir. Scott, [121] arpa ve misirin
distile su ile U¢ defa yikanmasinin DON miktarinda % 65-69 oraninda azalmaya
neden oldugu belirtiimistir. Acar ve ark. [122] yikama ve ayiklama igleminin
elmalarda dig kirliligi ve bolgesel kimyasal kalinti miktarini azalttigini ve patulin

miktarinda %54’IUk bir azalmaya neden oldugunu belirtmislerdir.
2.2.6.5. Ogiitme

Ogutme islemi kontamine olmus tanedeki aflatoksin miktarinda azalmaya neden
olmaktadir. Standart 6gutme islemiyle durum bugdayindan elde edilen undaki OTA
miktarinda %66’lik; normal unda ise % 40’hk bir azalma meydana geldigi
belirtilmistir [119].

2.2.6.6. Cozuci Ekstraksiyonu

Mikotoksinleri bulunduklari gidalardan ekstrakte etmek icin kullanilan birgok
solvent vardir. Bunlardan en ¢ok kullanilani % 95’lik etanol, % 90’hk aseton, %

80’lik isopropanol, hekzan-metanol, aseton-hekzan-su karisimlaridir [123].

Gidanin besinsel degerinde herhangi bir degisime neden olmadan ve toksik yan
arin olusturmadan uygulanabilecek bir yodntem olmasina ragmen iglem
maaliyetinin yuksek olmasi ve toksik ekstraktlarin atiklari bu sistemi tam olarak
uygulanabilir ~ kilmamaktadir. Ayrica bu organik ¢dzlcullerin  Grinden
uzaklastiriimasi islemi de bu sistemin diger bir dezavantajidir. Yagh tohumlarin
islenmesinde uygulanan proses, aflatoksinlerin tamamina yakin kisminin

uzaklagsmasini saglamaktadir.

Methanol ve etanol gibi polar ¢ozlculer efektif olarak bu sistemlerde kullanilsa da
ayni ortamda bulunan farkh gida bilesenlerinden ekstraksiyon islemi
gergeklestirilirken bazi problemler olugmaktadir. Ornegin % 80’lik izopropanol
pamuk cekirdeg@i ve yerfistiginda bulunan aflatoksini tamamen uzaklastirsa da %

8,7-9,5 oranlarinda kati ksiim uzaklagmasina neden olurlar [124].
2.2.6.7. Adsorbsiyon

Bazi adsorbanlar sivi solusyonlarda aflatoksinlere baglanarak gidadan

uzaklastirimasina yardimci olurlar [125]. Aktif komUr ve bentonit bu amagla en gok
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kullanilan iki adsorbandir. Adsorban partikil buyuklugu ve uygulama sicakligi
mikotoksinlerin uzaklastirilmasi igin optimizasyonu gerekli parametrelerdir [126].
Aktif kdmurin (3-5 g/L) 5 dk uygulanmasi ile elma suyunun patulin miktarinda
blylk oranda azalma meydana getirdigi belirtiimistir [127]. Betonit stitten AFM1’in
% 65-79 oraninda azalmasina, sivi solisyondan % 100’UnUn alinmasina yardimci
olmaktadir. Kane ve ark. [128] AFB1’in fistik yagindan atapulgit, kaolin ve novasil

gibi kil bazli trtnler kullanilarak % 99 oraninda uzaklastirildigini belirtmiglerdir.
2.2.7. Detoksifikasyon Stratejileri
2.2.7.1. Fiziksel Metotlar

Mikotoksin detoksifikasyon amaciyla kullanilan bir¢cok fiziksel yontem mevcuttur.
Bu yontemler arasinda termal degradasyon, gama radyasyonu ve tez kapsaminda

kullanmig oldugumuz plazma sterilizasyon yontemi de yer almaktadir.
2.2.7.1.1. Is1 Uygulamasi

Aflatoksinler, 237 ile 306°C arasinda degisen ylksek dekompozisyon
sicakliklarina sahip olmalari nedeniyle i1siya oldukg¢a dayanikhidirlar. Aflatoksinlerin
kismen parcgalanabilmeleri igin sicakhdin 150°C’nin Uzerinde olmasi gereklidir
[123].

Dolayisiyla mikotoksinler geleneksel gida isleme tekniklerinde kullanilan sicaklik
araliklarina (80-121°C) dayanikhdir. Pisirme, haslama, kizartma ve hatta
pastorizasyon sicakliklarinda vyapilari  stabil olarak kalmaktadir [129].
Mikotoksinlerin 1sil hassasiyeti gidanin nemi, pH’si ve iyonik kuvvetine bagl olarak
degismektedir. 150-200°C arasinda 30 dk sure ile gergeklestirilen kavurma veya

kizartma iglemleri ile % 20-60 oraninda toksin kaldigi belirtilmistir.

Aflatoksinin 1s1 ile degradasyonunda kritik faktdériin Grinin nem igerigi oldugu
belirtiimistir. Nem igeriginin fazla olmasi aflatoksinin 1si ile inaktivasyonunu
kolaylastirmaktadir. Nemin varligi, AFB1’in lakton halkasinin agilarak terminal
karboksilik asit olusmasina neden olmaktadir. Daha sonra karboksilik asit I1sinin

etkisiyle dekarboksilasyona ugramaktadir [126,130].

Gidanin nem igeriginin arttirlmasi ile aflatoksin degradasyonu artmaktadir.

Ornegin % 30 nemli pamuk cekirdegi kiispesindeki AFB1 ve AFB2 karisiminin %
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74,81 100°C’de 1 saat Isi uygulamasiyla degrade olurken nem % 6,6’ya
indirildiginde toplam degradasyon % 32,7’ye dusmektedir [123].

Yuksek sicaklik ve basing esasina dayanan ekstruzyon pisirme gidalarda bulunan
bircok dogal toksinin yikimi igin kullabilecek bir tekniktir [131]. YUlksek enerijili
mikrodalga uygulamasinin neden oldugu sicakliklarin da mikotoksinlerin

degradasyonunda etkili oldugu belirtiimektedir [130].

pH degisimi aflatoksin detoksifikasyonu Uzerine oldukg¢a etkilidir. pH 10’da
AFB1’de 98°C’de % 97; AFB2’de 50°C’de % 87 oraninda degradasyon gorullrken
ayni kosullarda AFG1 ve AFG2’nin tamamen degrade oldugu belirtilmistir [132].

2.2.7.1.2. iyonize Radyasyon

lyonize radyasyon hasat sonrasi mikotoksin kontrolii igin kullanilan bir yéntemdir.
Soguk sterilizasyon adiyla da anilan irradyasyon gida kaynakh patojenleri oda
sicakliklarinda inaktive edebilmektedir [133]. Mikotoksin degradasyonun etkinligi
Isima dozuna ve gida ve toksinin cinsine bagh olarak degismektedir. Bununla
birlikte ortamda bulunan su isinlamada kritik bir rol oynamaktadir. Suyun radyolizi

ile olusan serbest radikaller aflatoksin degradasyonunu saglamaktadir [123,130].

Aflatoksinler ayrica UV radyasyonuna kargi ¢ok hassastir. 222, 265 ve oOzellikle
362 nmdeki 1sinlari adsorblamaktadirlar. Kurutulmus incirlere uygulanan 365 nm
UV isint 30 dk sonunda AFB1 miktarinda % 46 oraninda azalmaya neden
olmustur [134].

Temcharoen ve Thilly [135] 1 ve 10 kGy dozunda y-i1sini uygulanan yerfistig
orneklerinde sirasiyla % 75 ve % 100 azalma goéruldugunu belirtmigtir. 10 kGy
dozun Ustundeki uygulamalarda tohumlarda c¢imlenme durmasi ve yaglarinin

peroksit degerlerinde artis meydana gelmistir [136].

Alternatif olarak solar enerjinin kullanildi§i calismalar da gergeklestiriimis olup
islemin etkinliginin icerdigi UV 1sinlar oldugu belirtilmistir [134,137]. Yeni gelisen
teknoloji ve fikirler dogrultusunda 600 ppb AFB1 igeren fistik yagi saydam cam ve
yarl saydam plastik kaplara konularak 18-24 saat gunes Isigina muruz
birakilmistir. Toksinin tamamen degrade oldugu belirtilmigstir [128].

Plazma uygulamasi da fiziksel detoksifikasyon ydntemlerinden biri olup Bolim

2.3’te detaylaryla belirtilmigtir.
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2.2.7.2. Kimyasal Metotlar

Cok genis kapsamda kullanilan kimyasallar mikotoksinleri inaktive etmekte,

azaltmakta ve pargalamaktadir. Bu uygulamalar agagida detaylariyla belirtiimigtir.

Bircok kimyasal aflatoksinlerle reaksiyona girerek daha az toksik bilesenler
olusmasina neden olabilir. Bununla birlikte birgcok kimyasal uygulama ya pratik
degil (ug¢ sicaklik ve basinglarda gerceklesmekte), ya guvenli degil (toksik kalintilar
olusabilmekte) ya da gida uygulamalari icin elverigsizdir (UrGndn duyusal, besinsel

ve fonksiyonel 6zelliklerini indirger).
2.2.7.2.1. Asit Uygulamasi

Asit uygulamalarinda suyun da yardimiyla AFB1 ve AFB1 hemiasetal formlari olan
AFB2a ve AFG2a'ya doénusmektedirler. HCI (pH:2) uygulamasiyla AFB1
seviyesinde % 19,3 oraninda degradasyon meydana gelmektedir. Tabata ve ark.
[138] % 1’lik HCI ve H,SO, solusyonlarinin AFB1 ve AFB2’yi tamamen; AFB2a ve
AFG2a'yi sirasiyla % 13 ve % 18 oraninda azalttigini belirtmiglerdir.

2.2.7.2.2. Baz Uygulamasi

inorganik ve organik bazlar aflatoksinleri ve diger énemli miktoksinleri yiiksek
miktarlardaki ~ bulasih tarim drlnlerinden detoksifiye eden etkili ve ucuz
kimyasallardir. Bu kimyasal ajanlarin arasinda amonyaklama, aflatoksin bulagmis
tarim UrGnlerini ve yemleri detoksifiye etmek icin gerekli goérilen bir uygulamadir.
Bu yontem, pamuk, misir, yer fistigi unlarini detoksifiye etmek icin Kuzey
Amerika’daki bolgeler (Arizona, Kaliforniya, Teksas, Alabama) ile Fransa ve

Senegal’de uygulanmaktadir [139, 140].

Amonyak uygulamasinda amonyum hidroksit veya gaz fazinda amonyak
kullaniimaktadir. Bununla birlikte bu uygulama dusuk basingta kullanildiginda
ihtiya¢ duyulan kimyasal miktari da azalmaktadir. Yuksek sicaklik-yuksek basingta
(80-120°C/35-50 psi) amonyak uygulamasi pamuk ¢ekirdeg@i ve kuspesinde ticari
aflatoksin  detoksifikasyon islemi olarak kullaniimaktadir [121]. Amonyak
uygulamasina tabi tutulmus AFB1 lakton baginda hidrolize neden olmakta ve
devaminda dekarboksilasyon islemi ile AFD1 ve AFBl'in [(-keto asit formu
olusmaktadir (Sekil 2.6).
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Sodium, potasyum veya Kkalsiyum hidroksit gibi bazik ajanlarin mikotoksin
degradasyonu Uzerindeki etkisi amonyak uygulamasindan elde edilen etkiden
azdir. 110°C’deki AFB1 ¢ozeltilerine farkh alkalilerin yikim glcu siralamasi soyledir
[130]: Potasyum hidroksit > sodyum hidroksit > potasyum karbonat > sodyum
karbonat > potasyum bikarbonat > ammonyum hidroksit > sodyum bikarbonat >

amonyum karbonat

Amonyak kullanma prosesinin en o6nemli kisimlarindan biri de Grinden
havalandirma ile amonyagin ugurulmasi gerekmektedir. ABD’de Food and Drug
Administration (USFDA) tarafindan, amonyak islemi gormias yem hammaddesinin
(pamuk tohumu igin) % 20’den fazla katilmamasi ve uyarilarin etikette bulunmasi

gibi kosullarla gevis getiren hayvanlarda yem olarak kullanimina izin verilmigtir.
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Sekil 2. 6 AFB1’in tahmini degradasyon mekanizmasi [112]
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2.2.7.2.3. Okside Edici Ajan Uygulamalari

Ozon (O3) ¢ok guglu bir oksidan olup 6zellikle olefinik ¢ift baglara etkili olmasinin

yaninda birgok kimyasal gurupla da etkilesime girebilmektedir [141].

Pamuk tohumu ve fistik kiispesine uygulanan O3 Urtnlerin aflatoksin miktarlarinda
dususe neden olmaktadir [142]. AFB1, AFG1l ve AFM1’in terminal furan
halkalarindaki C=C doymamis ¢ift bagi O3 ve diger okside edici ajanlara karsi
dayaniksizdir. Bununla birlikte terminal furan halkalarinda cift bag igcermeyen
AFB2, AFG2 ve AFM2 ozon oksidasyonuna dayanikhdir [106]. Ozon floritten sonra
ikinci en buyuk okside edici ajandir. Bu 06zelligi onu iyi bir sanitasyon ve
detoksifikasyon ajani yapmaktadir [143]. Bununla birlikte yuksek reaktiviteye ve
penetrasyon 0zelligine sahiptir ve kendiliginden toksik olmayan oksijene
déniiserek herhangi bir toksik kalinti birakmaz [144]. Dinya Saglik Orgiiti (WHO),
Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) ozonu gida
sanayisinde kullanilabilecek guvenli ve efektif bir ydontem olarak onaylamiglardir
[145-147].

(a) (b)

Sekil 2. 7 Ozon uygulamasinin aflatoksinlerin furan halkasindaki 8,9 cift badina
baglanmasinin sematik gosterimi (a) AFB1 and (b) AFG1 [148]

inan ve ark. [149] ozon uygulamasiyla kirmizi pul biberde AFB1 detoksifikasyonu
gerceklestirmislerdir. Akbas ve Ozdemir [150] pul biberdeki ve Akbas ve Ozdemir
[151] fistiklardaki  aflatoksinin  ozon  uygulamasiyla  degradasyonunu

incelemiglerdir. Sekil 7’de ozonun aflatoksinler Gzerindeki etkisi belirtilmistir.

Hidrojen peroksit ticari uygulamalarda aflatoksinler, ZEN ve DON’u detoksifiye

etmekte kullaniimaktadir [152]. Altug ve ark. [134] incirlerde aflatoksin
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degradasyonunu hidrojen peroksit ve sodium bisulfit varhginda % 65,5 oraninda

gerceklestirmislerdir.
2.2.7.2.4. indirgeyici Ajanlar

Sodyum bisilfit (NaHSO3) gida ve icecek katkisi olarak enzimatik degradasyon
inhibitord, antioksidan ve bakteriyostatik olarak kullaniimaktadir. Bununla birlikte
aflatoksin detoksifikasyonunda da kullaniimaktadir. AFB1’e uygulandiginda ana
reaksiyon urtnu sulfonattir. NaHSO3 de aflatoksinlerin furan halkasindaki ¢ift baga
etki etmektedir [140].

Misirlarda % 0,5 ve % 2’lik NaHSO3 solusyonu sirasiyla % 80 ve % 90 miktarinda
azalmaya neden olmustur [126]. 100 ppm AFB1 ile kontamine edilmis kuru incir
ornekleri 200 ppm sodyum sorbat uygulamasina tabi tutulmus ve toplam aflatoksin
miktarinda % 68 indirgenme tespit edilmistir. Bununla birlikte sorbik asit
uygulamasi isi ve UV radyasyonu gibi fiziksel uygulamalarla kombine edildiginde
etkisi % 95 duzeylerine kadar artmaktadir [153].

2.2.7.2.5. Klorlama Ajanlari

Sivi klor gida endustrisinde malzeme dezenfeksiyonunun yani sira meyve-sebze,
findik, balik ve hatta et gibi Urlnlerin dezenfeksiyonunda kullaniimaktadir. Bununla
birlikte klor ve sodium hipokloritin toksinleri parcaladigi yoninde ¢alismalar
belirtiimistir [154,155].

Gaz formundaki (% 10) klorun fistik kispesindeki aflatoksinin % 90 oraninda
azalmasina neden oldugu belirtilmistir. Yazici ve ark. [155] tiamin hidroklorit ve
piridoksin hidroklorit 6 ay depolama sonunda elma sularindaki patulini tamamen

yok ettigini belirtmislerdir.
2.2.7.2.6. Diger Uygulamalar

Formaldehit, potasyum permanganat, sodyum borat ve % 75’lik metanol ¢ozeltisi

bircok mikotoksinin belirli derecelerde detoksifikasyonunu saglamaktadir [140].

Bununla birlikte bu kimyasal ajanlarin gida ve yemlerde yaratabilecegi toksik Grun
kalintisi birakma problemlerinden dolayi yasaklanmislardir [130]. Bu kimyasallar
disinda yukarida bahsi gecen diger kimyasallar da belirli oranlarda aflatoksinleri
detoksifiye etmis olsalar da bunlarin yaninda gidalarin besinsel degerlerinde

azalmaya neden olmakta, toksik bilesenler olusturabilmekte ve istenmeyen etkilere
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sebep olabilmektedirler. Bu durum kimyasal kullanimini genig kapsamda
kisittamaktadir. Elektroliz uygulanmig NaCl ¢ozeltisi de aflatoksin detoksifikasyonu

amaciyla kullaniimaktadir [156].
2.2.7.3. Biyolojik Metotlar

Fiziksel ve kimyasal aflatoksin detoksifikasyon yontemlerinin sahip oldugu
dezavantajlar alternatif teknoloji ve sonuglarin aranmasina neden olmustur. Bu
baglamda molekuler biyoloji ve genetik muhendislikte kullanilan teknikler
kullanilarak aflatoksin sorunu ¢ézimlenmeye calisiimistir [108,157]. Birgok fungal

kaltur AFB1 detoksifikasyonu amaciyla kullaniimaktadir.

Lactobacillus, Streptococcus ve Bifidobacterium tirlerinin bazi suglari sutteki OTA
ve AFBli fermantasyon yoluyla degrade edebilmektedirler [157,158].
Flavobacterium aurantiacum gidalardan, 6zellikle sut, fistik ve misirdan AFB1’i

toksik bir yan arun olusturmadan uzaklagtirmaktadir [22,159].

Bakteriler ve asit Ureten kufler dahil birgok mikroorganizma aflatkosinleri
metabolize ederek daha az toksik bilesenlere pargalanmasini saglayabilir. F.
aurantiacum bunlar igerisinde en popduleri ve literatlrde etkisi en fazla incelenidir.
AFBY’i yaklasik 1000 kat daha az toksik olan AFB2a’ya gevirebilmektedirler (Sekil
2.8) [160].

Ozkaya [159] F. aurantiacum NRRL-B-184’nin fosfat tamponu ortaminda % 79,9—
98,9; fistiklarda % 92,6—-99,8 ve kirmizi biberde % 88,7—100 oranlarinda 48 saat
icinde AFB1’in dekontaminasyonunu sagladigini belirtmistir. D’'Souza ve ark. [161]
divalent katyonlarin F. aurantiacum’'un AFB1 degradasyonunu sitimule ettigini
belirtmistir. Fakat bu mikroorganizmanin parlak turuncu pigmentasyonu gidalarda

ve yem fermantasyonunda kullanimini sinirlandirmaktadir.

Mikrobiyal sistemlerden izole edilen enzimler de aflatoksin degradasyonuna neden
olmaktadir. Enzim kullanarak gergeklestiriien detoksifikasyon yonteminde
mikroorganizma Kkullanarak gercgeklestirilirken karsilasilan renk degisikligi veya
besinsel degerde meydana gelen degisimler gibi sorunlar yasanmamaktadir.
Bununla birlikte degradasyon aktivitesi daha yuksektir. Pleurotus ostreatustan
aflatoksin degradasyon yetenegine sahip aflatoksin saflastinimistir. Liu ve ark.
[162] Armillariella tabescens E-20’den saflastirdiklari aflatoksin detoksifizm

(ADTZ) adli enzimi kullanarak AFB1 detoksifikasyonu gercgeklestirmiglerdir. Bu
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enzimin AFB1’in difuran halkasinda aciimaya neden oldugu belirtiimistir. Enzim

35°C ve pH 6,8’de optimum aktivite gostermektedir.

QP
AFB, /\ /\
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(18 kat daha az toksik)
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Sekil 2. 8 (a) Rhizopus turleri tarafindan biyolojik olarak indirgenmis AFB1 [163];
(b) Lactobacillus delbrueckii tarafindan indirgenen AFB1’in hidroksi tlirevi [164]

Biyolojik yontemler kullanim agisindan yuksek maliyet gerektirebilmekte, direngli
trler gelisim agisindan uzun zaman gerektirmekte ve bazi kuf ve bakterilerde

beklenmeyen enfeksiyonlar meydana gelmektedir.

Aflatoksinlerin yuksek kimyasal stabiliteleri onlarin UHT gibi gida Urdn igleme

kosullarinda da stabil olarak kalmalarini saglamaktadir [165,166]. Bununa birlikte
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asidik kosullardan ve proteolitik enzimlerden de etkilenmedikleri gibi viicuda alinan

aflatoksinler idrar yollarindan c¢ikarken ayni kararli yapilarini korumaktadir [167].

2.2.8. Aflatoksinlerin Gastrointestinal Sistemde Absorblanmasinin

Engellenmesi

Aflatoksinlerin gastrointestinal sistemden absorban maddelerle absorblanarak

biyolojik etkilerini sinirlandirmak veya sonlardirmak temel amagtir [168,169].

Hidrate sodyum kalsiyum aliminosilikat (HSCAS), zeolit, bentonit ve belirli killer
kullaniimaktadir. Bu absorbanlar mikotoksinlere ylksek afinitesi olan maddelerdir
[170,171]. Maya hucre duvarindan elde edilen polisakkaritler (glukan ve mannan)

ve lipitler de aflatoksin adsorblama 6zelligi gostermektedir [171].

Mikotoksin adsorblanmasini adsorbanlarin fiziksel yapilari, uygulama dozu, toplam
yuk dagilimi, por ¢api, yuzey alani ve mikotoksinin fizikokimyasal yapisi etkileyen
temel etkenlerdir [171]. Polar fonksiyonel guruba sahip olan aflatoksinler bir¢ok
adsorban ile adsorblanmasina ragmen, ZEN ve OTA gibi polar olmayan
mikotoksinlerin  negatif yukIi hidrofilik olan bu materyaller tarafindan

adsorblanmasi gugtir [172].

Aktif kdmdir yiizey kitle orani yiiksek (500-3500 m?/g) olan, toksik olmayan ve ¢ok
guclu adsorblama 6zelligine sahip olan bir maddedir. Aktif komur 6zellikle hidrojen

badi yoluyla etkisini saglamaktadir [173].

Son yillarda gastrointestinal sistemden aflatoksin adsorbsiyonunu gergeklestirmek
icin mikroorganizmalarin kullanimi tartisilmaktadir [174]. Laktik asit bakterileri ve
Bifidobakterlerin aflatoksin baglama yetenekleri oldugu birgok calisma ile de
dogrulanmistir [158,175]. Aflatoksinlerin mikroorganizmalar tarafindan baglanma
oranlari AFB1> AFB2> AFG1>AFG2 olarak siralanmaktadir. Burada da hidrofobik
etkilesimler 6n plandadir [119].

2.2.9. Aflatoksin B1’in Viicuttaki Etki Mekanizmasi

Aflatoksinlerin mutajenik ve karsinojenik etkilerinden biyotransformasyonlari
sonucu olusan toksik ana Urunler sorumludur. AFB1 ’in metabolizmasi Sekil 2.9'da
sematize edilmigtir. Hepatotoksik ve kanserojen olan AFB1’in karaciger kanserine
neden olmasi molekllin nukleik asitlere etkisinin sonucu olarak gérulmektedir
[176].
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Sekil 2. 9 Aflatoksin B1'in viicuttaki metabolizmasi [87,177-179]
AFAR: AFB1 rediktaz

AFBL’in sitokrom aracilikli (P 450) oksidasyonu ile detoksifikasyon Urlnleri olarak
AFM1, AFP1, AFQ1 gibi cesitli hidroksile metabolitler olusabilmektedir [180].
Sitokrom P450 enzimleri aflatoksinleri hem DNA hemde proteinlere baglanabilen
reaktif 8,9-epoksit formuna donustururler. Bu epoksit formu glutatyon-S-transferaz

(GST) enzimi vasitasiyla AFB1-glutatyon konjugati olusturur.

Karacigerdeki sitokrom P450 enzimlerinin bazi izozimleri aflatoksinleri hem DNA
hemde proteinlere baglanabilen reaktif 8,9-epoksit formuna doénusturirler. Bu
elektrofilik epoksid DNA, RNA ve protein gibi hicresel makromolekullerdeki ¢esitli

nakleofilik merkezlere kovalent olarak baglanabilir [181].

Reaktif aflatoksin epoksit guaninlerin N; pozisyonuna baglanirlar ve aflatoksin
AFB1-N;,-Gua kompleksi olustururarak GC’den TA donlsUmune neden olurlar.
Epoksit formunun olusumunda CYP2C11, CYP2B ve CYP1A2 izozimleri rol
almaktadir. bulunabilmektedir.

Epoksit formunun endo ve ekzo izomerleri

insanlarda AFB1 8,9-epoksit formunun olusumunda baskin olan CYP izozimi
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3A4'tiir. Ozellikle insanlarda CYP3A4 araciligiyla olugan Uriin sadece ekzo izomer
formundadir [182].

Diger CYP450’ler aracihgiyla ise hem ekzo hem de endo epoksit formlari
olusabilmektedir. Ekzo epoksit formu ylksek elektrofilik aktiviteye sahiptir ve
sadece bu form DNA ile reaksiyon gosterir [179, 183, 184]. Hem ekzo hem de
endo epoksit, GST tarafindan katalizlenen GSH konjugasyonu igin substrattir,

dolayisiyla GSH tuketicisidirler.

AFM1, AFBY'’in hidroksillenmis tirevlerinden biridir ve karsinojenik etkisi aflatoksin
Bi’den 10 kat daha dusuktur. Aflatoksin Q1 ve P metabolitleri de aflatoksin B;'den
¢cok daha az aktif olan maddelerdir. Bu nedenle bu reaksiyonlar, detoksifikasyon
prosesi olarak kabul edilmektedir. Metabolizmada AFB1’in detoksifikasyonu
hidroksillenmis metabolitlerin sulfat ve glukuronik asitle birleserek, suda
¢Ozunebilir sulfat veya glukuronid esterlerine donusmesi, ardindan da idrar ve

safra ile atilmasi ile tamamlanmaktadir [181].
2.3. Plazma, Yapisi ve Ozellikleri

Plazma maddenin dérdincu hali olarak belirtilen yari nétral gaz formudur. Evrenin
yaklagik % 99u plazma formudur. Plazma fazi pozitif ve negatif iyonlar,
elektronlar, metastabillar, atomlar, serbest radikaller ve fotonlar gibi bir¢cok aktif
turG icermektedir (Sekil 2.10). Plazma mekanik, termal, kimyasal, radyant, nikleer,
voltaj uygulamasiyla ve elektromanyetik dalgalar vasitasiyla veya bu etkenlerin

bazilarinin bilesimiyle olusturulabilir [185].

Yiiklii pargaciklar: - \j’/

elektronlar, iyonlar ® UV Radyasyonu
& -

Reaktif turler, o

radikaller % SOty Ik

s
.

Diger elektromagnetik alanlar:
duragan, yiiksek frekans, mikrodalga

Isi

Sekil 2. 10 Aktif plazma tirleri
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Elektronlar veya fotonlara besleme gazindaki dogal atom ve molekullerle
etkilesime girecek yeterli enerji verildiginde yeni elektronlar ve iyonlar olusmaktadir
(elektron etkili iyonizasyon veya fotoiyonizasyon). Notr formdaki gaza plazma

olusumunu saglayacak yeterli enerjiyi saglayacak bir¢ok yol kullaniimaktadir [193].

Dusuk basingh plazma olusumu ve surdurulebilirligi icin en ¢ok kullanilan metot
gaza elektrik alan uygulanmasidir. NOtr gazlar kozmik iginlar veya radyoaktif
radyasyon etkilesimiyle meydana gelmis olan belirli bir miktar elektron ve iyon
icermektedirler. Bu serbest yuklu tasiyicilar elektrik alan uygulamasiyla
ivmelendirilerek gaz igerisindeki atom veya molekullere veya elektrot ylzeyine
carparak yeni yuklu pargaciklarin olusmasini saglamaktadirlar. Bu durum yudklu
parcaciklarin gogalmasi ve en sonunda dengeye gelmesine kadar surmektedir ve

sonunda stabil plazma fazi olugsmaktadir [186].

Plazma terimi ilk defa 1928 yilinda Lewi Tonks ve Irving Langmuir tarafindan
kullanilmigtir [187]. Elektriksel olarak yuklu ve iyonize olan esit sayida atom ve
molekiil iceren maddenin bir halidir. ideal gazlarin tersine iyonize gazlar uzun
mesafeli Coulomb interaksiyonlarina sahip olduklari icin dinamik ve kollektif bir
davranig goOstermektedirler. YUkl partiklller arasinda meydana gelen
elektromanyetik ciftlenme (Coulomb ¢ekim ve itim) ve elektrik/manyetik etkilerin
kollektif ~ dlUzensizligi  (serbest yukli tasiyicilar  nedeniyle) Coulomb

interaksiyonlarini olusturmaktadir [188].

Plazma fazinin olugturulmasi icin uygulanan voltajin gazlarin kirilma gerilimini
gegmesi gerekmektedir. Bu voltaja ulasildiginda gazlar dielektrik 6zelliklerini

kaybeder ve iletken 6zellige burtnurler.

Operasyonel harcamalar uygulanan gaz cinsine bagli olarak kritik olabilmektedir.
Helyum diger gazlardan daha kolay iyonize olabilmektedir (Sekil 2.11). Bu da
ihtiya¢c duyulan iyonizasyon voltajinin, dolayisiyla harcanan enerjinin azalmasina
neden olmaktadir [190].
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a) b) 10',:

A Vakum ortami

(Vb) Yiiksek basing ortami

V,, (volt)
5

10°;
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d) d 10" 10° 10’ 10? 10°
(Pd) optimum (pd) pd (Torr.cm)

= 10

Sekil 2. 11 Kirilma voltajina karsilik pd degerlerini Paschen egrileri [189]
Vo= f (pd)

Paschen yasasi: Vg: kirilma gerilimi (volt), pd: basing.mesafe (torr.cm)’nin bir

fonksiyonudur.

Kirilma gerilimi belirtilen gazda sadece urin pd’sine ve katot materyaline bagh
olmakla birlikte ayri ayri p ve d degerlerine bagl degildir. Paschen egrileri farkh

gazlar icin ayni egriye sahiptir. Tek fark egrilerin farkh yerlere tekabul etmesidir.

Egrilerden de acgikca gorulecegi Uzere belirli bir pd degerinde gazlarin minimum
dayanma gerilimi bulunmakta ve bu degerin yukari ve asagisindaki degerlerde
dayanma gerilimi artmaktadir. Duguk pd degerlerinde carpismalar ¢ok az
oldugundan dayanma gerilimi yUksektir. Ylksek pd degerlerinde ise dayanma
gerilimi carpisma sayisi ¢ok fazla oldugu icin yine yuksektir. Minimum voltajin
fiziksel 6nemi boslugun veya basincin ne kadar disuk oldudu ile ilgili degil
minimum dayanma geriliminden daha dusuk voltaj degerlerinde c¢arpisma

olmamasindan kaynaklanmaktadir [191,192].
2.3.1. Plazmanin Siniflandiriimasi

Plazma genel baglamda 2 gruba ayrilmaktadir. Bunlar ytksek sicaklik veya fizyon
plazmasi ve dusuk sicakllk veya gaz bosalimlandir. Bunlarin temel
siniflandiriimasi Cizelge 2.7'de belirtilmistir. YUksek sicaklik plazmasi elektron,
iyon ve notr turlerin hepsini termal dengede kapsamaktadir. Dusuk sicaklik
plazmalar ise yari termal dengeli ve termal dengede olmayan plazmalar olarak

ikiye ayrilmaktadir [191].
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Cizelge 2. 7 Plazmanin siniflandiriimasi

Plazma Durum Ornek

YUiksek sicaklik

plazmasi Te=T=T,T,=10°%-10°K

0. 3 Lazer flizyon plazma
(Termal denge Ne 2107 m’
plazmasi)

Dusuk sicakhk plazmasi

Sicak plazma 4
Te=TeTg=2x10°K Ark plazma, plazma mesalesi,

Sl(aazr:r::;mal dengede Ne 210%°m’3 RF etkilesik ciftlenmis plazma

Soguk plazma T>>T=T=300...... 10°K Isiltill bogahm, korona, APPJ,
(Termal dengede 1003 DBD,  MHCD,  OAUGDP,
olmayan plazma) Ne~107"m plazma ignesi vb.

Te=Elektron sicakhdi; Tp=Plazma sicakhdi; Tg=Gaz sicakligi; Ti=iyon sicakhdi; ne=Elektron yodunlugu

DBD:Dielectric Barrier Discharge; MHCD:Micro Hollow Cathode Discharge; OAUGDP:one atmosphere
uniform glow discharge plasma

Sicak plazmada, ortamda esas olarak ¢ok sayida iyon vardir. Soguk plazmada ise
diger elemanlardan da onemli miktarda bulunur. Plazma, gaz sicakligina bagli

olarak iki baslik altinda incelenebilir [26].

e Yilksek sicaklik plazmasinin gaz sicakigi 10° K'den fazladir. Giines
sisteminde meydana gelen nlkleer patlamalar ve kontrolli flizyon
reaksiyonlari yiksek sicaklik plazmasina érnek olarak verilebilir.

o Disik sicaklik plazmasi; gaz sicakligi 10° K’den daha diisiiktiir.

Duasuk sicaklik, diger adiyla soguk plazmalar enerji yuklu elektronlar olusturmakta
ve gaz sicakhigini ¢cok fazla yukseltmemektedirler. Dolayisiyla plazma iyon fazi ve
notral icerikleri oda sicakliklarina yakin bir sicaklik degerinde kalmaktadirlar.
Plazma ortaminin dusuk sicaklikta olmasi bu gesit plazmalarin dusik sicaklik
gerektiren gida ve biyomedikal ortamlarda kullanimini olanakl kilmaktadir. DUsuk
sicaklik plazmalari yuksek termodinamik dengesizlige sahip olmalarinin yanisira,
dusuk gaz sicakhgi ve reaktif kimyasal turlerin fazlaligi da bu plazmalarin genis bir

alanda kullaniimasina olanak saglamaktadir [191].
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Dusuk sicaklik plazmasi da iki baslik altinda incelenebilir:

(i) Sicak plazma; gaz sicakligi 1000 K’den daha fazladir ve normal sartlarda 10* K
civarindadir. Lamba 1s1masi, elektrik arki ve diger yuksek gug¢ bosalimlari sicak

plazmaya ornek olarak verilebilir;

(i) Soguk plazma; gaz sicakhdi 1000 K'den daha diisiiktiir, normal sartlarda 10% K
civarindadir. Dusuk basingta gerceklesen yuk bosalim plazmalari soguk plazmaya
ornektir [193].

2.3.1.1. Diusilik Basing (Vakum) ve Atmosferik Basing Plazmalari

Atmosferik basingta 1sil olmayan plazma, proses gazinin elektrik alandan
geciriimesiyle olugmaktadir. lyonizasyon prosesiyle olusan elektronlar bu elektrik
alanda hizlandirimakta ve darbeli iyonizasyon (impact-ionization) prosesi
tetiklenmektedir. Eger bu islemde kaybolan elektronlardan fazla serbest elektron
uretilirse bosalim olusur. iyonizasyon derecesi teknik olarak kullanilan plazmalarda

cok dusiiktir (genellikle 107 veya daha diisiik).

Bu serbest yuklu tasiyicilar tarafindan Uretilen elektriksel iletkenlik, elektriksel glict
bir araya getirmek icin kullanilir. Gaz atomlari veya molekdlleriyle carpisan serbest
elektronlar gidalarla etkilesime giren ylksek reaktivitedeki Grtnleri olusturur.
Elektronlarin enerjileri organik molekullerdeki kovalent baglarin ayrilmasini
saglayacak guctedirler. Proses gazi olarak kullanilabilecek gazlarin ayrigsma
enerjileri oksijen igcin 5,7 eV ve azot icin 9,8 eV'tur. Kisa ve uzun UV araliginda
(100-380 nm) yayilan isik bir¢cok fitokimyasal reaksiyonu induklemektedir. Radikal
oksijen ve azotturleri oksidasyon, ayriima yada polimerizasyon reaksiyonlarina

neden olmaktadir.

Soguk plazma bosalimlarini atmosferik plazma kosullarinda gergeklestirmek
dekontaminasyon ve detoksifikasyon proseslerini daha pratik ve ucuz yapmaktadir
[194].

Atmosferik basing (1 bar, 100 kPa) temelli sistemler kullanilirken vakum
reaktorine gerek duyulmamaktadir. Sistemin vakum kapagi veya contasi
olmadiginda proses edilecek materyal islem alanina/plazma bélgesine konveyor
veya herhangi bir tasiyici sistemle tasinabilmektedir. Atmosferik ortamda

gergeklestirilen islemler iyonizasyon isleminin zor gergeklestiriimesi sebebiyle bazi
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zorluklari beraberinde getirmektedir. Paschen egrilerinden de gorulecegi Uzere
atmosferik basing temelli plazma Uretimi icin ylksek voltaj gerekmektedir. YUksek
plazma voltaji Uniform ve stabil bir plazma alani olusturmada zorluga neden
olmaktadir. Bununla birlikte plazma sicakliklari da duguk basing plazmalarina gore
daha yuksek olmaktadir. Bu durum ozellikle gida yuzeylerine uygulanacak
plazmalarda hesaba katilmasi gereken bir durumdur. Bu sorunu ¢ézimlemek igin

iyonizasyon potansiyelini duglrecek gaz karisimlari kullaniimaktadir [190].

Atmosferik plazmalar yiksek antibakteriyel 6zellige sahip molekulleri (>100 ppm
ozon, nitrik oksitler, peroksitler vb.) oda sicakhginda, dusuk gu¢ parametrelerinde
ve birka¢ saniyeden birka¢ dakikaya siren uygulama zamanlarinda igerirken,
urin yuzeyinde meydana gelen sicaklik artigint minimumda tutmaktadirlar.
Klockow ve Keener [195] i1spanak kalitesinin ve raf dmrinin artirilmasi amaciyla
gerceklestirmis olduklari atmosferik plazma prosesinde urtun sicakliginin 5°C’den

daha az artigini belirtmiglerdir.

DusUk basing-isiltili bosalim plazmalari birgok temel arastirma alanina sahiptir ve
mikroelektronik endustrileri ve materyal teknolojilerinde siklikla kullaniimaktadir.
Bu plazmalar hava olmayan ortamlarda iglevsellik kazandiklari igin vakum
reaktorler bu sistemleri yuksek maliyetli ve zaman harcayan sistemler
yapmaktadir. Ayrica aktif tirlerin yogunlugunun disuk olmasi atmosferik basingta
calisip dusuk basing Ozelliklerine sahip olabilecek yeni plazma kaynaklarinin
arastinimasi icin tesvik unsuru olmaktadir. 1 atm basingta calisan plazma
sistemleri ekonomik ve operasyonel avantajlara sahiptir ve birgok bilimsel ve

endustriyel uygulamada kullanim alani bulmaktadir.

Dusuk basing sistemleri ekonomik dezavantajlarinin yaninda surekli sisteme
(surekli akigl, konveyodrlli sistemler) uygulanabilirlik agisindan bir¢gok problemi
beraberinde getirmektedir. Dolayisiyla dusuk basingli sistemler surekli sistem
yerine kesikli sistemler olarak kullaniimaktadir. Endustriyel boyutta Uretimler igin
kesikli sistemler uretim hizi ve proses edilen materyal hacmi bazinda sorunlara
sebep olmaktadir. Dolayisiyla atmosferik basing temelli sirekli sistemler

endustriyel Uretimler i¢in bir adim 6ne ¢ikmaktadir.

Atmosferik basing-dusuk sicaklik plazma sistemleri birgcok elektriksel bosalim

teknigi ile olusturulabilmektedir. Bunlardan baslicalari korona bosalimi, mikro
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silindir katot bosalimi, atmosferik basing plazma jeti, 1siltili ark bosalimi, tek
atmosferik Uniform isiltih bogalimi, dielektrik bariyer bogsalimi ve plazma ignesidir.
Bu plazmalarin herbiri farkli teknolojik uygulamalarda kullanilabilmektedir [191].
Plazma fazindaki gaz molekdllerinin uyariimasi elektronlar, protonlar, uyariimis
molekuller ve iyonlar gibi aktif turlerin olugmasini saglamaktadir. Serbest
radikallerin olugmasi i¢in gerekli enerji 3-4 eV iken iyonlarin olusmasi igin gerekli
enerji 9-13 eV'tur. DuslUk basing plazmalarinda ortalama enerjinin 2-5 eV oldugu
ve bu enerjinin neredeyse her turli bagi kirmaya yeterli oldugu belirtiimektedir.

Atomlar arasindaki tipik bag enerjileri Cizelge 2.8’de verilmistir.

Cizelge 2. 8 Organik yapilarin disosiasyon enerijileri [196]

Bag cinsi Bag enerjisi (kJ/mol) Bag enerjisi (eV)
C-H 411 4,25
C-C 346 3,56
C-N 276 2,86
C-O 358 3,70
C=C 602 6,23
C=0 724 7,50
C=C 835 8,65
N-H 385 3,99
O-H 456 4,73

Soguk plazmalarin da neredeyse tamami organik bilesiklerdeki baglari ayirmaya
yetecek enerjiye sahiptir. Bu 0Ozellik yuksek molekuler agirhga sahip

kontaminantlarin uzaklastiriimasi igin buyuk éneme sahiptir.

Basincin yukselmesiyle elektron ve gaz sicakliklari birbirine yaklagsmaktadir.
Bunun baslica sebebi elektron ve iyonlar arasindaki garpismanin artmasidir [197].
Farkli tUrler arasindaki interaksiyon artan basing veya elektron yogunlugu

nedeniyle artarsa Te ve T sicakliklari bir dengede esitlenmektedirler (Sekil 2.12).
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Sekil 2. 12 Gaz basincinin fonksiyonu olarak elektron ve iyon sicakliklari

Atmosferik plazmada elektronlarin ortalama serbest yolu ¢ok kisadir ve elektronlar
enerjilerini yeterli sayida elastik carpisma ile adir turlere transfer ederler. Bundan
dolayr gaz sicakhgi elektron sicakligina yaklagsmaktadir. Vakum ortaminda
gerceklestirilen plazmalarda elastik carpismalar az oldugu igin elektronlardan
enerji transferi saglanmasi yeterli degildir. Gaz sicakli§gi oda sicakhdinda
kalmaktadir [198].

Atmosferik plazma cihazinda kullanilan jet cesitleri plazma jet ucundan ¢ikacak
aktif partikll yogunlugu ve plazma etki alanini belirlemektedir. Cikis agisi daha
klguk olan tekli jetler, dar profillerin islenmesi icin daha uygundur. Daha genis
islem alanlari icin ise yarik seklinde cikisa sahip birden fazla plazma jeti veya
birka¢ adet doner jet kombine edilebilir. Proses edilecek maddeye olan mesafeye

ve hiza bagl olarak ylzeyde elde edilecek etkinlik de degisebilmektedir.

Tez kapsaminda kullanilan atmosferik plazma sistemi Plasmatreat® marka
otomatik tarama sistemine sahip ve yukarida belirtiimis olan prob basliklarina
uyumlu bir sistemdir. Sabit plazma jetinin maksimum islem genisligi 13-18 mm
arasinda degisebilmektedir. Doner jetlerin ise maksimum islem genigligi ise 30-40
mm’dir. Mikroelektronik uygulamalari ve ¢ok dar alanlarin islenmesi igin

kullanilacak iglemlerde igne uglu problar kullaniimaktadir (Sekil 2.13).
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Sekil 2. 13 Cesitli Plasmatreat® nozul baslklari [199]

Doner plazma nodulu 6zellikle calisilacak ornek gida gibi 1siya duyarl ve karmasik
geometriye sahip ise efektif olarak kullanilabilecek bir segenektir. Ayrica plazma
islem genisliginin fazla olmasi daha genis alanda fazla miktarda Grln

dekontaminasyonunun elde edilmesini saglamaktadir.
2.3.2. Plazma Teknolojisinin Diger Yontemlerle Kargilagtiriimasi

Kimyasal ve biyolojik tehlikelerin geleneksel dekontaminasyon ajanlari genellikle
Islak kimyasallar olmaktadir. Bu da bu kimyasallarin depolanma, ulasim ve atik
sorunlarini beraberinde getirmektedir. Bu kimyasallar blyik oranda korozif yapiya
sahip olduklari igin gida gibi hassas materyallere uygulanmalari sorun
yaratmaktadir. Cizelge 2.9’dan da goérllecedi Uzere dekontaminasyon amaciyla
kullanilan kimyasallar beraberinde bircok dezavantaji getirmektedir. Bu
dezavantajlari ortadan kaldirmak adina isil olmayan sterilizasyon teknikleri
(ultraviyole 1sinlar [200], gama radyasyonu [201], yuksek basing [202]) gelistiriimis
olup bu tekniklerin de uygulama alaninda bazi sikintilari mevcuttur. Yuksek
uygulama maliyeti, 6zellestiriimis ekipman ve personel ihtiyacli, istenmeyen yan
aranlerin olugmasi, uzun proses zamanlari, dusuk etkinlik gibi problemler bu yeni
tekniklerin bazi dezavantajlari olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Gama isinlama
uygulama etkinligi olarak mukemmel bir sterilizasyon araci olarak gorulse de
yuksek tesis maliyetleri ve gidalar Gzerinde meydana getirebilecegi degisimlerden
oturd bu teknoloji de endustride tamamen tercih edilen yontem olmaktan
cikmaktadir [203].
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Cizelge 2. 9 Dekontaminasyon tekniklerinin karakteristik 6zellikleri [204]

Teknik

Kimyasal yontem
iyonize rad. (y)
Non-iyonize rad. (UV)
Termal

Ultrasonik

Atmosferik plazma

© @ O O O © O |Haz

®@ © O © @ ® O Kuu

@ © © ®© @ O O | Tasnabilir

@ © @ © @@ © O | Givenl

@ © @ O © © O |Tahrbatsiz

@ © © @ ® © O | Yesil Teknoloji
@ © © © O @ O |Penetrasyon

Duslk basing plazmasi

.=iyi; ©O-=0rta; O=zayif

Plazma sistemleri gida guvenligi acisindan kullanicilarina birgok avantaj

sunmaktadir. Bunlar;

Kuru bir sistemdir, 1slak kimyasallar kullanimi gerektirmez.

Gida uretim alanina kolayca adapte edilebilir (atmosferik plazma sistemi).
Enerji gerekliligi azdir.

Reaktif gaz turleri dakikalar icinde orjinal gaz formlarini alabilir.

Uygulama zamani ¢ok kisadir.

Plazma yan urunleri genellikle H,O, CO,, CO ve dusuk molekuler agirlikli
hidrokarbonlardir. Dolayisiyla gevre dostu bir teknolojidir. 10 dk otomobil
eksozundan c¢ikan gazlar yaklasik bir yil plazma gazindan ¢ikan eksoz
gazina esdegerdir [205].

Gergeklestirilen yeni teknolojik yaklasimlarla paket igerisindeki Urinin

sterilizasyonu da saglanabilmektedir.

Plazmanin gida sektérinde kullanimina yonelik ilk laboratuvar olgekli testler,

termal dekontaminasyon metotlarinin taze meyve ve sebzeler, et ve yumurta gibi
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sicakliga hassas Urunlerin dekontaminasyon islemlerine uygulanamayacagi

goruglerinden sonra ortaya ¢ikmigtir.

Plazma prosesinin bu kapsamdaki avantajlari, dusik sicakliklarda (genellikle
<70°C) yuksek etkinlik, ihtiya¢c duyulan kullanima ydnelik net plazma Uretimi, etkin
ajanlarin aninda Uretimi, UrinUn i¢ matriksinde dusuk etki etme, su ve ¢ozicu

kullanmadan uygulama, kalinti bulunmamasi, kaynak etkinligi olarak siralanabilir.

Termal olmayan plazma farkh elektron ve gaz sicakliklarina sahiptir. Ornegin
elektron sicakhg birka¢g 10.000 K ve ortalama kinetik enerji 1 eV’tan blyuk iken

gaz sicakligi oda kosullarinda olabilmektedir.

Plazma gidalara direkt olarak uygulanabilir. Ozellikle plazma kaynagi ile gida
arasindaki mesafe ayarlanarak bu islem gercgeklestirilebilir. Tez kapsaminda
plazma ile gida arasindaki mesafe, gaz Ufleme hizi, plazma probunun x-y
duzlemindeki hareket hizi ve gl¢ parametreleri ayarlanarak gida materyallerinde

sicaklik artigi minimum duzeye indiriimeye galisiimistir.

Gida endustrisinde soguk plazma denilen ve dogrudan gidalara uygulanabilecek
direk veya yari-direk olarak uygulama esasina dayanabilen ve genellikle 70°C’nin
altinda iglem sicakligina sahip plazmalar kullaniimaktadir. Plazmalarin gida ile
temas sekillerine gobre cesitlerini Cizelge 2.10da da Dbelirtildigi  gibi
siniflandirabiliriz. Endustride 6zellikle atmosferik basingta ¢alisan (DBD, plazma
jet) plazmalar tercih edilmektedir. Bunun sebebi surekli sistemlere uygulanabilir
olmalar ve dugsuk basin¢ (p<10 mbar) ve indirgenmis basing (p<1013 mbar) gibi

istenmeyen faz degisikliklerini hizlandirmamalaridir.
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Cizelge 2. 10 Substratla temas bigimlerine gore

siniflandiriimasi

plazma cesitlerinin

Uygulama Sekli Uygulama Bigimi Ornek

Plazma substrat ile direk olarak temas
Direk halindedir. Etkilesim radyasyon (UV, VUV), e Plazma jeti
(dogrudan) yikli  molekiller, radikaller ve aktif oDBD

partikiller sayesinde olmaktadir.

Plazma ve substrat arasindaki mesafe ° Plazma lle
Yari-direk ortalama serbest partikil yolundan uzundur. akiflestirilen  hidrojen

YiKkli  partikiilerle  etkilesim  yoktur. ~ Peroksitle calisan
(dolayh) Sterrad

(afterglow)

Antimikrobiyal etki radyasyon, uzun émarlu
radikaller (6zellikle metastabillar), inhibe

edici bilesenler tarafindan saglanir.

e Aralik igeren SDBD

indirek

UV ve VUV radyasyonu ile saglanir.
Plazma UV ve VUV gecirebilen kapali bir
reaktdrde tutulur. Plazma partikilleriyle
herhangi bir interaksiyon olmaz. Plazma

gaz ve sivilara uygulanir.

e UV lambalar

SDBD=Single DBD (Tekli Dielektrik Bariyer Sistemi)

2.3.3. Direk Kontak veya Dolayli Akig Plazmalariyla Sterilizasyonun Avantaj

ve Kisitlamalari

Direk plazma bosaliminda aktif plazma turleri daha fazladir. Fakat bununla birlikte

literatirde “afterglow” diye tanimlanan dolayli

plazma uygulamasi oldukca

yaygindir. Dolayli plazma uygulamasinin sagladigi bazi avantajlar soyledir:

e Mikrodalga gibi yuksek yogdunluklu plazmalarda gaz sicakhgdi birka¢c yuz

dereceyi bulmaktadir. Dolayl uygulamalarda bu sicaklik 50°C’den dusuktur.

Sicakliga duyarli Grlnler igin bu dnemli bir kriterdir.

e Direk plazma uygulamalari o6zellikle pozitif iyonlarin etkisiyle uygulama

yuzeyinde degisikliklere neden olmaktadir. Dolayl plazma uygulamalariyla

bu degisiklikler minimum seviyede tutulmaktadir.

e Son yapilan aragtirmalar sonucu mutlaka direk plazma uygulamasi olmali

yonunde bir distince ortadan kalkmis olup yukla partikillere nazaran nétr
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partiktllerin plazma sterilizasyonunda ana etkenlerden biri oldugu
belirtilmigtir.

e Proses alanindaki elektrik alandan kaynakli lokal 1sinmalar dielektrik
olmayan materyallerde de olusmakta ve yuzeysel zararlar vermektedir.

e Buyuk reaktor alanlarini dolayll plazma direk plazmadan daha uygun

maliyetlere doldurabilir.

Bununla birlikte direk plazma uygulamasinda uygulama zamani daha kisa
olmaktadir [28].

2.3.4. Gama Isinlamasi Uygulamasinin Gida Bilesenleri Uzerine Etkisi

Lee ve ark. [206] 7 kGy isinlama dozunun kirmizi biberdeki mezofilik bakterileri
yok ettigini fakat Grin kokusunda degisiklige neden oldugunu belirtmigtir. Ayrica
paketleme materyalinde 1,3-di-tert-butylbenzene olustugu ve kirmizi biberlere
gectigi belirtiimigtir.

Isinlama ile kirmizi biberde Aspergillus cinsi kuflerin gelisimi 6nlenebilmektedir
[207]. Bunun yani sira aflatoksin detoksifikasyonunun saglanabilmesi igin 1sinlama
islemi 1sil uygulamalar gibi ekstra uygulamalarla kombine edilerek
uygulanmaktadir. Bu uygulamalar gidanin bilesimi ve duyusal 6zelli§gi Uzerine

olumsuz etkilere neden olabilmektedir.

Isinlama temiz bir teknoloji olmasi, uygulama kolayhgi, oda sicakhgdinda islem
yapilmasi, dusuk enerji gereksinimi, yigin haldeki Grine uygulanabilmesi, sektorde
kimyasal kullanimini kisitlamasi, ambalajli gidaya uygulanabilmesi gibi bir¢ok
avantaj bir arada barindirmaktadir.  istenmeyen  mikroorganizmalarin
inaktivasyonu, filizlenmenin onlenmesi ve raf dmrunu uzatma amaciyla basarili
sekilde kullaniimaktadir [208,209]. Temel prensiplerde bir problem neden olmuyor
gibi gozukmesine karsin, gama iginlamasinin besinsel olarak karbonhidrat, yag,
protein ve vitaminler Uzerindeki etkileri ve neden olduklari kayiplar kisaca soyle

Ozetlenebilir;

Karsilasilan birincil temel sorun 1ginlamanin gidalarda bulunan suyun radyolizini
saglamasi ve dolayisiyla basta hidroksil radikali olmak Uzere, hidrojen peroksit,
elektron ve proton iyonlari olusturarak gida bilegenleri ile birgok reaksiyona neden
olmasidir [210,211].
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Karbonhidratlar iyonize radyasyona maruz kaldiginda birgok parcalanma Urunu
(hidrojen, karbondioksit, asit, aldehit ve ketonlar) olusabilmektedir. Von-Sontag
[212] glikozun radyolizi sonucunda 34 farkl Grin olustugunu belirtmistir. Bunun
nedeninin suyun iyonlagmasindan olusan peroksitlerden veya i1sinin direk olarak
etkisinden meydana geldigi belirtiimektedir. 1sinlama sonrasi polisakkaritler

monosakkaritlerine ayrilabilmektedir [211].

Radyasyonun proteinler Uzerine etkileri ise amino asitlerin radyasyon kimyasina ve
Isinlama sartlarina baghdir. Bazi aminoasitler yapilari itibari ile 1sinlamaya daha az
dayanikhdir. Kikurt iceren aminoasitler etkilenebilecegi bir radyasyon dozuna
maruz birakildiklarinda ise istenmeyen kokularin olusabilecegi belirtilmigtir. Bu
nedenle et ve et Urlnleri donma isisinin altinda sinlanirlar. Gidalarin
ISinlanmasina musaade edilen limitler dahilinde protein yapilarinin bliyuk oranda
korundugu belirtilmistir [211].

Yaglar 1sinlama islemi sonrasinda 1sinlama dozu, ortamda oksijen olup olmamasi,
sicaklik vb. gibi kosullara badli olarak okside olurlar. Ortamda oksijen varliginda
olusan ozon yuksek derecede oksitleyici Ozellige sahiptir. Bunun yani sira
hidroperoksitler, alkoller, aldehitler, ketonlar, asitler ve laktonlar gibi ¢esitli Granler

meydana gelmektedir [213].

Enzimler de protein yapida olduklari i¢cin radyasyondan etkilenmektedirler. Ayrica
canli dokunun yasamsal iglevlerinin gerceklestiriimesi icin gerekli olan bu
bilesenlerin yapilarinda meydana gelen degisimler son drun Kkalitesini de
etkilemektedir. Genellikle sulu ortamlarda bulunduklari igin i1sinlamada etkilenen
bilesenlerdir. Bulunduklari ortamda yodun olarak mevcutlarsa ve kompleks
bilegenler ile bir aradalarsa 1ginlamanin etkilerinden daha az etkilenmektedirler
[214].

Vitaminler stabilite olarak gidalarin en hassas bilesenleri olduklari i¢in 1sinlama
islemi ile belirli kayiplara neden olmaktadir. Denemeler genellikle disuk radyasyon
dozlarinda gerceklestiriimis olup o6zellikle A, D, E, K ve B gurubu vitaminler
uzerindeki etkisi incelenmistir. Vitamin g¢ozeltilerinin gama 1sinlarindan gidalarda

bulunan vitaminlerden daha fazla etkilendigi tespit edilmigtir [211].

Isinlama uygulamasinin ambalaj materyalleri Uzerine etkileri de incelenmis olup

polipropilenin 25 kGy dozun ustinde kirilganlastigi, polivinilkloridin 100 kGy dozun

55



ustinde HCL olusturdugu ve cam malzemelerin de 10 kGy'in Uzerinde
kahverengilestigi belirtiimigtir. Bu dozlar genellikle gida iginlama limiti olan 10
kGy’in ¢ok Ustlinde dederler olup prensip olarak gida isinlanirken ilgili sorunlarla

karsilagsiimamasi beklenir [209].

Gama i1sinlamasi yuksek penetrasyon 6zelligi nedeniyle birgok alanda kullanilsa
da bir¢cok dezavantaji da beraberinde getirmektedir. En genel dezavantaji ortam
yumusakhginin yitiriilmesine neden olmasidir. Radyasyon nedeniyle serbest
radikaller olugmakta ve polimer yapilarda ¢apraz baglanma ve yapidaki zincirlerde
kopma meydana getirmektedir. Ayrica uygulama zamani kisa olmasina ragmen
yuksek maliyet getiren bir sistemdir [215]. Penetrasyon oOzelliginin yuksek
olmasinin dekontaminasyon islemleri igin faydali oldugu gergeginin yani sira
yukarida da belirtmis oldugumuz gida bilesenleri Gzerine etkilerinin de goz onunde

bulundurulmasi sarttir.
2.3.5. Plazma Parametreleri

Plazmanin inaktivasyon etkisi birgok faktére baglidir. Substratin ylzey yapisi
plazma etkisini glcli bir sekilde etkilemektedir. Gidalarin ylzeyleri de c¢ok
kompleks olduklari igin plazmanin farkli gidalar Gzerinde ¢ok farkli etkilere neden
olmasi beklenmektedir. Bununla birlikte model ylUzeyler kullanilarak bunlardaki
calismalarin gida uygulamalarina yonelik modellenmesi ¢ok basit bir islem olarak

gbzukmemektedir.

Metot etkinligi ayrica spesifik Urun Ozelliklerine de baglidir. Beslenen enerji,
arinin isinmasi ve sicaklik dagilimi da urun 6zellikleri, kompozisyonu, geometrisi
ve bigimi (parcall, toz veya sivi) kadar énemlidir. Porlar, kapiler agikliklar, yuksek

su aktivitesi ve gidanin tamponlama 6zelligi inaktivasyon etkinligini etkilemektedir.

Lerouge ve ark. [216] sterilizasyonu etkileyen i¢ ve dis plazma parametrelerini
belirtmiglerdir. Sekil 2.14’te bu tablonun daha genis kapsamda modifiye edilmis

hali yer almaktadir.
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Geometrik faktorler (gida yiizeyi):
porlar, kapiller, acikhklar
Yizey
potansiyeli

Substratin pozisyonu

Mikroorganizmalarin tiru
ve yizeydeki yogunlugu

Gidanin tamponlama
ozelligi

Substrat miktar Yiizey sicakligi

PLAZMA-YUZEY Paketleme

ETKILESIMIi

S

/ \

[ steriLizasYoN ]
\ ETKINLIGI

Plazma jetinin hizi

Yizeydeki organik kalinti
ve tuzlarin varhig

Geometrik faktorler (gida
bigim/sekli): pargall, toz, sivi

Su aktivitesi Uygulama zamani

Gaz kompozisyonu ~ .- Geometrik faktorler

(Fragmantasyon (reaktor-elektrot
dereceleri) geometrisi)
iC PLAZMA

Gaz akig hizi PARAMETRELERI Frekans

Plazma dongu
zamani

Sizintilar

Plazma olusum tipi

Sekil 2. 14 Sterilizasyon etkinligini belirleyen i¢ ve dis plazma parametreleri

ic plazma parametreleri, genellikle islemkosullarina bagli olarak degisen dis

plazma parametreleri tarafindan degismektedir. Farkli plazma sistemlerinde ayni

artin kalitesini alabilmek adina ayni i¢ plazma kosullarinin olusmasi igin farkh dig

plazma parametrelerinin denenmesi gerekmektedir.

Hucre duvari yapi farklihklarina baglh olarak bakteri ve funguslarda plazma

sterilizasyon calismalarinda farkh inaktivasyon cevaplari elde edilmektedir.

Bakteriler agisindan gram pozitif olanlar negatiflere gére daha dayanikhdir

[217,218].

Calisma gazinin tird olusacak reaktif tlrlerin gesitliligini direk olarak etkilemektedir

[219-221]. Calisma gazi olarak hava kullanildiginda olusacak reaktif oksijen (ROT)

ve azot turleri (RAT), UV 1sinlari, enerjetik iyonlar ve yukli partiktller olusmaktadir.

ROT mikroorganizmalarin inaktivasyonunda en etkin roli oynamaktadir [222].
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Hidrojen peroksit ve tekli ve atomik oksijen, ozon gibi mikroorganizmalar Uzerinde
yuksek oksidatif etkiye sahiptir [223].

2.3.6. Plazma inaktivasyon Mekanizmasi

Plazma inaktivasyonunun genellikle UV radyasyonu nedeniyle gerceklestigi
belirtiimektedir. UV isinlari hicre igine penetre olarak DNA sarmalinda hasara
neden olmaktadir. Normal UV-C uygulamasinda Ustuste binmis mikroorganizmalar
dekontaminasyon etkinligini dusurmektedir. Fakat plazma uygulamasinda UV
fotonlar, iyonlar ve reaktif diger tlrlerin kombine etkileri olustugu igin
dekontaminasyon etkinligi ¢ok ylksek olmaktadir. Plazma sterilizasyonunda
mikroorganizma inaktivasyonunin kademeli olarak gergeklestigi bu konuda

gerceklestiriimis olan birgcok ¢alismayla kanitlanmistir (Sekil 2.15) [34,224].

Erozyon
uv inaktivasyonu‘ Fotodesorbsiyon Asindirma IU\.fin::\l(ti\.r::\sg,mnu

h uv

Log|(canli hiicre sayis1) ikincifaz =~ Tt . uv%
Uglincu faz

Uygulama zamani

Sekil 2. 15 Plazma sterilizasyonunda goézlenen ug¢ fazli inaktivasyon egrilerinin
sematik gosterimi

Bu calismalarda, arastirmacilar inaktivasyon kinetikleri ile plazmanin fiziksel ve
kimyasal Ozellikleri arasinda baglanti kurmaya c¢alismislardir. En ¢ok kabul géren 3
fazli inaktivasyon mekanizmasi incelenecek olunursa en hizli kinetige (en dusik D
degerine) sahip ilk fazdir. Bu fazda UV radyasyonu ylzeyde bulunan
mikroorganizmalari direkt olarak etkilemektedir. ikinci faz en yavas kinetige sahip
olan fazdir. Bu fazda UV fotonlarin neden oldugu erozyon (fotodesorbsiyon) etkisi
ve atomik oksijen gibi diger aktif tlrlerin neden oldugu erozyondur (etching-
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asindirma). Bu erozyon prosesi ust ylzeydeki OluU mikroorganizmalari
uzaklastirmakta ve canli mikroorganizmalarin yuzeyini saran organik kalintilari
uzaklastirmaktadir. Son faz son canli sporun erozyonu ile baslamakta ve UV
fotonlarinin genetik materyale direkt olarak etki etmesini saglamaktadir. ilk ve son
fazin kinetik hizlar yaklagik aynidir. Fotodesorbsiyon yuksek enerjili UV
radyasyonu vasitasiyla biyokutledeki kovalent yapili baglarin kopmasini ve ugucu

reaksiyon urunlerinin (H,, COOH, CO, CH,) olusmasini saglamaktadir [225].

Atmosferik plazma sistemlerinde dekontaminasyonun islemi aktif tlrlerin ve yuklu
partiktllerin akisina baghdir. Vakum reaktdorde olusturulan dusuk basing
sistemlerinden farkl olarak atmosferik plazma sistemlerinde inaktivasyonda etkili
olan reaktif turler daha fazladir (atomik oksijen, ozon, hidroksil radikalleri vb.).
Duslk basing plazma sistemi ile karsilastirildiginda UV fotonlari atmosferik
plazma sisteminde daha az etkili olmaktadir. Bunun baglica sebebi atmosferdeki
gaz atom ve molekullerinin UV fotonlarini absorblamasidir [226]. Fiziksel
asindirma agir partikiller tarafindan gerceklestirimektedir ve sadece
ivmelendirilmis iyonlar vasitasiyla saglanmaktadir (Sekil 2.16).

Fotokimyasal

uv
radyasyonu N~~~ _ _ ________.

|
|
| =
I Fotodesorbsiyon _| '
Radikaller I/ Ny \}
Isitma [ ;

Reakif |-~ T~

b o e e e e ]

I

partikiller NoS LN\, :

__£¥QEQQL_J”///?I

Serbest |
elektronlar | N \\._

_Kimyasal asindirma | I

Serbest [

iyonlar I

I

Sekil 2. 16 Aktif plazma trlerinin mikroorganizma Uzerindeki etkileri
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Isinma ekzotermik reaksiyonlar ve radyasyon absorbsiyonu vasitasiyla olur.
Kimyasal asinma daha dnce bahsedildigi Uzere erozyon mekanizmasina gore etki
etmektedir ve ROT ve radikaller ugucu bilesenler olusmasini saglamaktadir (Sekil
2.17).

Kong ve Laroussi [227]'ye gore plazma kolaylikla bir metrekiip hacimde besylz
milyarin Uzerinde serbest radikal Uretebilir. Bu miktarda serbest radikal plazma

sisteminin etkili bir dekontaminasyon araci olmasini saglamaktadir.

Mikroorganizmalarin hucre zarlari plazmaya maruz kaldigi zaman, hucrenin dig
yuzeyine carpan ve hucre zarindaki yuzey gerilimini yok edebilecek elektrostatik

guce sahip yuklu pargaciklar yuziunden pargalanabilmektedirler [34,227].

(@) Plazma uygulamasi 0Oncesi butln
mm mikroorganizmalar ylzeyde sikisik olarak

bulunmakta ve canhdir. Canh hucreler yesille
belirtiimektedir.

\
(b) Plazma uygulamasi baslangicinda Ust
kisimdaki mikroorganizmalar hizlica inaktive
olur (inaktive olmus mikroorganizmalar kirmizi

ile belirtimektedir). UV isinlari ok ile
gOsterilmistir. Ustteki tabaka kalkan gorevi
gormekte alttaki mikroorganizmalari
radyasyondan korumaktadir.

(c) Plazma uygulamasi sirasinda inactive

\ ) olmus biyokitle asinma ve fotodesorbsiyon
o O () mekanizmalariyla erozyona ugramaktadir. Aktif

kimyasal maddeler yuvarlak  sekillerle
belirtiimigtir.

(d) En Ust tabaka erozyona ugradigi zaman
mikroorganizmalara UV radyasyonu kolaylik

ulagsmakta ve (a)’'daki gibi hizli inaktivasyon

SO OO < WO | oergekiesmekied

Sekil 2. 17 Plazmanin sterilizasyon etkisinin ve biyolojik materyallerle
interaksiyonunun sematik gosterimi

Atmosferik plazma sistemlerinde dekontaminasyonun islemi aktif tlrlerin ve yuklu
partiktllerin akisina baghdir. Vakum reaktorde olusturulan dusuk basing
sistemlerinden farkl olarak atmosferik plazma sistemlerinde inaktivasyonda etkili

olan reaktif tirler daha fazladir (atomik oksijen, ozon, hidroksil radikalleri vb.).
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Dusuk basing plazma sistemi ile karsilastirildiginda UV fotonlari atmosferik
plazma sisteminde daha az etkili olmaktadir. Bunun baglica sebebi atmosferdeki
gaz atom ve molekillerinin UV fotonlarini absorblamasidir [226]. Sekil 2.18'de
mikroorganizmalarin plazmanin en etkin inaktivasyon ajanlarindan olan UV

radyasyonu hassasiyetleri belirtilmigtir.

DNA

Bakteri Hiicre duvari
DNA

Maya Hiicre gekirdegi

Hicre duvari

DNA

Kiif Hucre cekirdegi

Hicre duvari +

pigmentler

Sekil 2. 18 Mikroorganizmalarin UV-C hassasiyetlerinin karsilastiriimasi

Bakteriler UV radyasyonuda kufler kadar dayanikli degildirler. Bu durum g farkli
nedenle agiklanmaktadir [228]. Bunlardan ilki bakterilerin kif/maya hlcrelerinden
daha kiicik olmasi ve UV isigini daha kolay gecirmesidir [229]. ikinci olarak
bakteri hucrelerinin farkh yapida hiicre duvarina sahip olmalari ve bakteri
DNA’larinin yuksek oranda pirimidin igermesinden dolay! timin-sitozin ¢apraz
baglanmasinin gerceklesme olasiliginin fazla olmasidir [230]. Sekil 2.18'den de
gOrulecegdi uzere mikroorganizmalarin UV hassasiyetleri bakteri>maya>kuf olarak
siralanmaktadir. Diger sebep ise farkli pigmetasyon olusumu ve Kkif ve

mayalardaki onarim sistemidir [228].
2.3.6.1. Plazma-Hiicre Etkilegimleri

Plazma uygulamasinda birincil hedef hidcre membranidir ve ilk etkilenen yer

burasidir. Okaryotlar icin fosfolipid, prokaryotlar igin ise polisakkarit tabakasi

membranlarin Ust yapilarini olusturmaktadir. Plazma uygulamasi ile hicrelerde

biyokimyasal birgok mekanizma gerceklesmektedir. Ornegin bakteri ve memli

hdcreleri i¢cin mutajenik olan malodialdehit (MDA) lipid peroksidasyonu sonucunda
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olugsmaktadir. MDA DNA ile etkilesime girerek deoksiguanozin, dG,
deoksiadenozin, dA, ve deoksisitidin, dC:M1G, M1A ve M1C DNA ekKlentileri
olusturmaktadir. MDA plazma etkilerinin hucresel duyarhligini belirmek igin iyi bir
ornektir. Bunun nedeni bu olusan DNA eklentileri memeli htcreleri tarafinda
kolaylikla onarilmasina ragmen bakteriler tarafindan onarilamaz. Plazma
uygulamasinin segicilik 6zelligine diger bir 6rnek plazma uygulamasinin kanser
hicrelerinde apoptozu gelistirmesi ve okaryot ve prokaryot hicrelerde farkh

metabolizmalara neden olmasidir [223].
2.3.6.2. Plazma iyonlarinin Rolii
lyon temelli plazma-hiicre interaksiyonunun spesifikasyonlarini sdyle belirtebiliriz:

» Pozitif ve negatif iyonlarin hiicre Gzerindeki etkileri yaklasik aynidir;

* YUkIU partikullerin etkileri kayma gerilimi, iyon bombardimani veya termal
etkiler gibi fiziksel degil kimyasaldir;

+ lyonlar hem hicre ici hem de hiicre yiizeyindeki peroksidasyon prosesini
katalizler, bu nedenle notr aktif tirlerden daha etkilidirler;

+ inaktivasyonda énemli bir yere sahip olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
olusumu igin ortamda oksijen varligi énemlidir. Bu durum reaktif azot turleri

(RAT) igin de gerekli olup azot da bu baglamda 6énemlidir [223].
2.3.6.3. ik Hedef Olarak “Hiicre Membrani”

Plazma prosesinin hem ilk etkiledigi yer hemde hlicrenin en ¢ok degisim gorilen

yeri olarak htuicre membranlari bliyuk dneme sahiptir.
Membranlarda meydana gelmis olan dnemli prosesler sdyledir:

« Lipid ve polisakkaritlerin peroksidasyonu yUkli partikiller tarafindan
katalizlenir;
« Etki kimyasal bir etkidir ve ortamda bulunan suya baglidir:
- ‘kuru’ organizma (dusuk etki)
- ‘nemli’ organizma (sivi olmayan ortam da bulunmakta, en yuksek
etki)

- ‘islak’ organizma (sivi igerisinde, azalmis etki);
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« Etki ortamin kimyasal kompozisyonuna biyik oranda baghdir. Ornegin
ortama veya hucre igine eklenen antioksidanlar plazmanin etkilerini

azaltabilir veya kontrol altina alabilir [223].
2.3.6.4. Hiicre ici Biyokimyasi

Yukarida belirtilmis olan mekanizmalar hicre biyolojisinden ziyade blyuk oranda
plazmayla ilintili durumlardir. CankU bunlar biyokimyasal olarak plazma ile Uretilen
turler tarafindan kontrol edilmektedirler. Bununla birlikte plazma uygulamalarinin

biyolojik sonugclarina ornekleri de soyle siralayabiliriz:

+ Dagiimis membran yapisi (6rneg@in peroksidasyon) yada membranlara bagh
proteinler ve/veya enzimler kompleks hucre yanitlarini yonetirler ve birgok
hlcreyi de etkileyebilirler

* Plazma uygulamasi hicrelerarasi sinyal yollarini aktive ederler (ikincil
mesaj sistemlerini aktif hale getirip plazma etkisini bayutur ve hicre iginde
tasirlar)

* MDA olusumu gibi ikincil etkilerin baglangici lipid peroksidasyonunu takiben
DNA hasarina neden olur (memeli hicreleri tarafindan tamir olunurken,

bakteri hicresi bu olumsuzluklara maruz kalir) [223].
2.3.6.5. Plazma Turlerinin Hucrelerdeki Yapilara Segiciligi

Plazmanin uygulandigi canli yapilarina 6zgu degisik bir segiciligi bulunmaktadir.
Bunlarin igerisinde patojenik canlilara zarar verirken bu canlinin bulundugu konak
yaplya zarar vermemesi gibi durumlar da 6rnek godsterilebilir. Bu amacla birgok

organizma igin farkl metabolik yollar agiklanmaktadir:

* Canl dokularin sterilizasyonu icin uygulanacak plazma dozu, dokulara
zarar verebilecek (tahrip edebilecek) dozun yarisindan azdir (mikroskobik
olarak ve histolojik boyalarla belirlenen),

» Bakteri hicreleri memeli hucrelerinden ¢ok daha kuguktur ve secicilik basit
bir sekilde yuzey/hacim orani farkliligindan kaynaklanabilir (Sekil 2.19),

* Organizmalardaki biyokimyasal farkliliklardan kaynaklanabilir
(polisakkaritler lipitlerden daha hizli perokside olabilir),

* Hucreler arasinda metabolik hiz farkliliklari bulunmaktadir. Ornegin bakteri
hicresi, normal hicre ve kanser hicresinin metabolik hizlar farkh oldugu

icin plazama aktif tarlerine direngleri de farkhdr,
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Hlcre dongl farkliliklari: replikasyon sikhdr ¢ok olan kanser ve bakteri
hacreleri ve replikasyon yetenegi olmayan statik memeli hulcresi
kargilastirildiginda bakteri ve kanser hucrelerinin DNA sarmallarinin ¢ok
daha kolay acildidi belirtiimektedir [223].

2.3.6.6. Uygulanan Dozun Etkisi

Plazma dekontaminasyonunda uygulanan doz ve doz orani buyuk onem arz

etmektedir.

Bu so

disik plazma dozlarinda (<1 Jicm?): inaktivasyon/bakteri sterilizasyonu,
normal hucreler canli kalir

orta seviye dozlarda (2—-6 J/cm?): diizeltilebilir DNA hasarlari, hiicre biiyiime
faktorlerinin  salinmasi proliferasyonu ve hicre goéguni artinr, kanser
hlcrelerinde kontroll apoptozun gelisimi gergeklesir.

yiksek dozlarda (>7 J/cm?): normal hiicre 8limi gergeklesir.

cok yiiksek dozlarda (>10 J/cm?): hiicre nekrozu gerceklesir.

nuglar termal dengede olmayan plazma bosalimlarinin doku, memeli hucresi

ve bakteriler Uzerindeki etkilerini kapsamaktadir. Burada belirtiimis olan doz

kavramlari plazma turleri ve saglanan enerjilere gore degismekte olup doz seviyesi

ile hicrelerde meydana gelen degdisimleri belitmektedir [223].

Hiicre

OKARYOT HUCRE Endoplazmik b PROKARYOT HUCRE

" retikulum

Serbest

ribozomlar ;
. Ribozomlar

Mitokondri i “ (nokta)

Cekirdek i
Kapsil

Hiicre
duvan
Stoplazmik

10-50 pm

Sekil 2. 19 Okaryot ve prokaryot hiicrelerin sematize gérinimu
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Sonug¢ olarak plazma tarlerinin hucre farkhhgr Uzerine segiciligi belirtilecek

olunursa;

1. Reaktif oksijen tlrlerinin prokaryotik (bakteri) ve okaryotik (memeli hicresi)
hiicrelerdeki metabolizmalari farklidir. Ornegin insan hiicreleri O~ gibi tiirlere karsi
savunma mekanizmalari bulunurken bakteriler tamamen hdcre igine gegirir veya

direncleri ¢gok azdir.

2. Yuksek metabolizmaya sahip organizmalar dis streslere (ozmotik basing
degisimi, ROT, kimyasal ve biyolojik zehirler vb.) daha fazla dayaniklidirlar. Baska
bir ifadeyle bakteriler tek bir hicre gibi davranirken memeli hucreleri 6zellikle
dokularda organize olanlar birbirleriyle iletisim halindedirler ve uygulanan dis

etkenlere karsi daha dayanikhdirlar.

3. Daha oOnce deginildigi uzere bakteri hucrelerinin memeli hicrelerinden kuguk
olmasi ylUzey/hacim orani Ozelliklerini degistirmekte dolayisiyla ayni sayidaki

bakteri hicresini inaktive etmek igin gerekli doz daha dusuktur (Sekil 2.19).
2.4. Plazmanin Gida Uygulamalarinda Kullanimi

Plazmalar temel yapilari itibariyle, hlcre fonksiyonlarini etkileyecek sekilde
“plazma kaynakli 6lim” veya “plazma kaynakli iyilesme” seklinde etki edebilecek
sekilde tasarlanabilmektedir. Pratik uygulamalari medikal sterilizasyon [231-233],
cilt bakimi [234,235], kanser terapisi [234,236-238], discilik [239] gibi birgok
aktivitede uygulama alani bulurken, gida dekontaminasyonu [44,240] amaciyla da
son yillarda artan bir oranla arastirma ve uygulama alani bulmustur. Toksin,
kimyasal ve biyolojik savas kalintilari gibi organik bilegiklerin azaltiimasi amaciyla
da plazma sistemleri kullaniimistir [204,241]. Uzay arastirmalarinda kullanilan
materyallerin dekontaminasyonu ig¢in de plazma sistemleri tercih edilmektedir
[242,243].

Gidalarin raf émdarlerinin 1sil olmayan plazma sistemleri ile uzatiimasi ve bazi
kalite parametrelerinin gelistiriimesi islemi hakkinda yayinlanmis olan bilimsel
yayin sayisi ¢ok azdir. Bu konuda yapilmis olan caligmalarda da gidalarin
kimyasal Ozellikleri hakkinda herhangi bir c¢alisma yapilmamig, sadece
organoleptik analizler Gzerinde durulmustur. Calismalarin ana hedefi soduk
plazma yonteminin inaktivasyon uUzerine etkilerine bakmak olmustur. Tez

kapsaminda son yillarda gercgeklestiriimis olan plazma gida uygulamalarinin
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detayll arastirmasi gercgeklestiriimis olup kullanilan plazma kaynagi ve c¢alisma

gazinin yani sira, plazmanin ilgili uygulamada hangi amaca yonelik kullanildigi

hakkinda bilgi de verilmigtir (Cizelge 2.11).

Cizelge 2. 11 Plazma-gida etkilesimlerini inceleyen literatlr calismalari

Test edilen
Gidanin Plazma kaynagi/ proses mikroorganizma &
cinsi Gida gamg P incelengen kalite Ref.
parametreleri
Ispanak DBD/ hava, oksijen E. coli O157:H7 [244]
Cilek- Domates DBD/ hava - [245]
Paketlenmis Fiziksel _kalite
. DBD/hava parametreleri, solunum [246]
ceri domates hizi
Pak‘;itl';:‘m@ DBD/MAP gazlari D°ga's’:r't'iir|fﬂ°ra’ [247]
Dogal mikroflora,
PakeFlenmis DBD/hava Fiziksel _kalite [248]
cilek parametreleri, solunum
hizi
Paketienmis Elscherilcl:hia coli,
ceri dgmates, DBD/hava T?/Erwrﬁzﬁuiw?ﬁi:gﬁa [249]
cilek
monocytogenes
E. coli O157:H7,
Elma Isiltili ark/ hava Salmonella [250]
stanley
5 Elma. Kavun E. coli 0157:H7,
< l\/iarul ' DBD Salmonella spp., [39]
N L. monocytogenes
o E. coli,
1) Kavun kabugu, Plazma jet/ G. liquefaciens, [240]
% Mango kabugu He+0, P. agglomeran,
s S. cerevisiae
E. coli,
Kavun, Mango Plazma jet/ G. liquefaciens, [251]
’ He+O; L. monocytogenes,
S. cerevisiae
Tath biber DBD/ He+0; Pantoea agglomerans, [226]
Marul Plazma jet/argon E. coli K12 [252]
- Yiizey morfolojisi ve
Marul Digdk basgg plazmasy/ kimyasyal kompcizisyon [253]
2 arastirimasi
M Atmosferik basing plazma/ Yuzey morfolopsg ve [254]
arul Ar kimyasal kompozisyon
arastiriimasi
Marul, gilek, Atmosferik basing plazma/ Yiizey morfolgjisi, [255]
patates N> mikrobiyal inaktivasyon
Ispanak, marul, Diisiik basing plazmasi/ Salmonella
domates, o typhimurium LT2, ylzey [221]
patates 2 morfolojisi
c Badem DBD/ hava E. coli [41]
E = S mefj'k’ Yer Dustik basing plazmasl/ Aspergillus
S 58 1stigl, Antep 2 [45]
a2x fistidi hava, SFe parasiticus
557 9 — _ ——
TE Fistik Dustlik basing Aspergillus brasiliensis, [256]

plazmasi/O,, Ar, O,/Ar

E. coli
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. Dusuk basing plazmasi/ Aspergillus flavus,
Kirmizi toz biber N, N»>-O,, He, He-O» Bacillus cereus [257]
Tahil taneleri,
Domates Duislik basing plazmasi/ Aspergillus parasiticus, [44]
tohumu, Bakla hava, SFs Penicillium MS1982
tohumu
Tohum (turp, Duslk basing plazmasi/ .
boriilce, soya, CF4, octadecafluorodecalin Sszei;i g'tr)na:ﬁng:e [258]
fasulye, misir) (ODFD)
. Duislik basing plazmasi/ Sadece ¢imlenme
Aspir tohumu Ar, hidrazin, anilin etkisine bakildi [259]
Uzun taneli - . .
kahverengi Dustik basing plazmasli/ Tekg_turell-plglrme [260]
- hava ozellikleri
piring
Teksturel-pisirme
Kahverengi Dustiik basing plazmasli/ ozellikleri, renk, yag [261}
piring hava asiditesi, enzim
aktivitesi
Dilim jambon, )
Yumusak peynir Igne diizlem sistemi/ He L. monocytogenes [43]
(dilim)
Tavuk gégsu .
jambon Plazma jet/ He, N, O L. monocytogenes [262]
Tavuk goégsd, Campylobacter jejuni,
Tavuk bacagi DBD/ hava Salmonella enterica [263]
5 Somon (Soguk Lactobacillus sakei,
= dumamann?. ) DBD/ Ar, CO, Photobacterium [264]
; ¥ phosphoreum
= ) E. coli, L.
a Domuz Igne dizlem sistemi, / monocytogenes, [265]
g pastirmasi He, He+O> Salmonella
> typhimurium
T Yumurta Salmonella enteritidis,
(kabuklu) DBD/ hava+ H,O Salmonella [266]
typhimurium
Tavuk eti, Tavuk Atmosferik basing . .
derisi plazma/He, O, Listeria innocua [267]
Paketi italyan DBD/ Oz, Ar Listeria innocua [268]
pastirmasi
Sat Korona bogsalimi/ hava E. coli ATCC 25922 [33]
5 Elma suyu Pulshplazma/ E. coli 0157:H7 [40]
2 ava
o Staphylococcus
>
Fy Portakal suyu DBD/ hava aEurscl)Jl.i% ' [269]
= Candida albicans
Misir Dusuk basgf plazmasi/ pestisit [270]
= £ Cilek DBD/hava pestisit [271]
<832 Mikrodalga atmosferik
=< _ . .
>3 S plazma/ Ar mikotoksin [46]
3 % @ Nisasta Disuk basing plazmasi/ Ar modifikasyon [272]
x £ g Protein (BSA) Puls plazma/ N yapisal degisiklik [273]
S8o Un DBD/hava modifikasyon [274]
ox9
& E © Domates DBD/hava Enzim inaktivasyonu [275]
) Atmosferik basing plazma oo .
iet/ Ar, Ar/O, Enzim inaktivasyonu [276]

Selcuk ve ark. [44] dusuk basing, dusuk sicaklk plazmasinin tohumlarda (bugday
ve baklagiller) dekontaminasyon etkinligi Uzerine ¢alisma yapilmiglardir. Fungal
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kontaminasyonun azalmasi hakkinda veriler alinmasina ragmen plazma
uygulamasi ve gida kalitesi (nem, gluten indeksi vs.) arasinda herhangi bir iligki
uzerinde durulmamigtir. N, ve O, plazmasinin yluzeydeki polisakkaritlerin
degradasyonuna bagli olarak tohum yuzeyinde renk degigimlerine, gbzle gorulur
hasara ve cimlenme Ozelliklerinde azalmaya sebep oldugu belirtiimistir. Bununla
birlikte Ar, hidrazin veya anilin plazmasinin bazi ¢alismalarda g¢imlenme
Ozelliklerini artirdid1 belirtiimistir [258,259].

Kirmizibiberin dekontaminasyonu amaciyla plazma kullanimi literatirde denenmis
bir ydontem olmayip sadece Kim ve ark. [48] bu konuda kirmizi toz biber Uzerine bir
calisma gerceklestirmistir. Bu calismada da belli basli bazi fiziksel analizler
yapilmis olup sadece A. flavus dekontaminasyonu gerceklestiriimis ve aflatoksin

detoksifikasyonu konusunda herhangi bir calisma yapilmamistir.

Bai ve ark. [270] O, plazmasi ile organik fosforlu pestisitlerde indirgenme meydana

geldigini belirtmislerdir.

Molekuler duzeyde plazma-gida interaksiyonlari hala tam olarak agiklanamamakta
ve Isll olmayan plazmanin 6zellikle ylksek isil hassasiyete sahip gida orneklerinin
morfolojik ve kimyasal yapilarinda meydana getirdigi degisiklikler tam olarak tespit
edilememektedir. Bu baglamda aktif plazma turlerinin gidalardaki biyoaktif
bilesenler Gzerindeki etkilerinin incelenmesi amaciyla Grzegorzewski [188] fenolik

asitler Uzerine bir gcaligma gergeklestirmigtir.

Vleugels ve ark. [226] atmosferik plazmanin taze biberlerin ylzeylerine yapay
olarak kontamine edilmis biyofilm olusturan bakteriler Uzerindeki etkilerini
incelemigslerdir. Calismalarinda taze biber kullanmalarinin nedeninin bu Grandn tek
basina veya tuketime hazir gida UrUnlerinde ve salata karigsimlarinda siklikla
kullanilmasi olarak belirtmiglerdir. Ayrica bu Granun yuzeyinde meydana

gelebilecek degdisimleri gorunur bolgede kolayca yansitabilecedini belirtmiglerdir.

Park ve ark. [277] yaptiklari g¢alismada doért farkli bakteri B. subtilis, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium ve iki farkh kuf tart A. niger ve
P. citrinum Uzerine 2.45 GHz, 1 kW c¢alisma kosullarina sahip plazmanin etkisini
arastirmislardir. Sonuglara gore ture bagli olmaksizin bitln bakterilerin 20 saniye
icerisinde ve butun kuflerin 1 saniye icerisinde tamamen inhibe edilebildigi

belirtiimistir. Bu calismada dikkat edilmesi gereken husus gaz akis hizinin tez
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kapsaminda kullanilan gaz akis hizinin 2 kati (6000 L/saat) olmasi ve elde edilen
sicaklik degerlerinin ¢ok yuksek olmasidir. Sicaklik artig degerleri incelenecek
olunursa 1, 5, 10 ve 30. saniyelerde elde edilen sicaklik degerleri sirasiyla 75,
105, 115 ve 130°C olarak belirtiimistir. Burada elde edilen dekontaminasyon
etkinliginin hangi etkenlerden kaynaklandigi belirtimemekle birlikte ortama verilen
gazin yuksek akis hizi nedeniyle ve ortamdaki ani sicaklik ylukselmesiyle plazma

disi fiziksel etkenlerin bu sonucu ortaya koydugu tahmin edilmektedir.

Park ve ark. [46] 3 farkh mikotoksinin [AFB1, deoxynivalenol (DON) ve
nivelenol’'un (NIV)] atmosferik plazma sistemi (2.45 GHz, 1 kW) kullanilarak

degradasyonunu 5 saniyede sagladiklarini belirtmislerdir.

Daniels ve ark. [278] yaptiklari calismada ev igerisindeki havanin plazma
kullanilarak iyonlastiriilmasiyla havada bulunan mikroorganizmalarin 6nemli 6lgude
azaltildigi, koétl kokunun nétralize oldugu ve bazi ugucu organik bilesiklerde de

azalma meydana geldigini belirtmislerdir.

Tuketiciler agisindan bakildiginda etkin ama pahali bir sistem c¢ok tercih
edilemeyecegi gibi kalite kaybina ugramig urunler de tercih edilmemektedir. Birgok
taze gida, Ozellikle taze salatalar, 1sil uygulamalara karsi ¢ok hassastir. Bu
nedenle inaktivasyon islem sicakligi oda sicakliklarinda gergeklestirimeye
calisiimaktadir. Bu nedenle inaktivasyon etkinliginin yuksek, gidalarda meydana

gelen hasarlarin dusuk oldugu denge parametrelerinin bulunmasi gerekmektedir.

Yuksek enerjili turler yuksek aktiviteye ve kisa yasam omdurlerine sahiptirler.
Genellikle 10°-10 sn araliginda gergeklesen radikal reaksiyonlari tehlikeli gazlarin

uzaklastirimasinda en etkin olanlaridir (Sekil 2.20).

Hava plazmasi kimyasi incelenecek olunursa 75’ten fazla turtin olusumu ve farkli
zaman dilimlerinde gerceklesmis olan neredeyse 500 reaksiyon plazma
olusumunun kompleks yapisini yansitmaktadir [280]. Sekil 2.20°den de goruleceqi
Uzere meydana gelen reaksiyonlar saniyelerle ifade edilecek zaman diliminde

gerceklesmektedir.
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Plazma Fizigi

Plazma Kimyasi

| 1 | 1 1 1 1 | 1 1 | 1 1 >
1 1 1 I 1 i 1 1 1 1 1 1 1 "
1022 10° 10° 10® 107 10% 10° 10% 10° 102 10' 10° 10! Zaman,sn
Elektron iyoniz n lyon reaksiyonlar s

= you zasyo y y Diflizyon
enerji Ayriima o .
dagilimi Uyariima Aktif turlerin reaksiyonlari

Baglanma

Radikal reaksiyonlari

Sekil 2. 20 Plazma aktif turlerinin fiziksel ve kimyasal anlamda olusum zamanlari
[279]

Plazma sterilizasyon/dekontaminasyon iglemleri genellikle dodal veya yapay yolla
kontamine olmus ylzey veya gida materyalleri Uzerine gergeklestiriimistir. Plazma
prosesi paketleme Oncesi veya paketleme igleminin bir parcasi olarak
dezenfeksiyon islemlerinde kullanilabilmektedir. Bazi calismalarda ise plazma
kapali paket igerisinde de gergeklestirilmistir. Mikrobiyolojik kontrolin kapali paket
icerisinde gercgeklestiriimesi prensibine dayanan bu sistemler hizli bir sekilde
yayginlagsmaya baslamigtir [195,245,264,268,281-283].

Paket icerisinde plazma fazini olusturup igerisindeki materyali dekontamine etmek
paketleme sonrasi kontaminasyon riskini de ortadan kaldirmaktadir. Burada
kullanilan ambalaj materyalleri dielektrik malzemeler olup ambalaj sanayisinde
siklikla kullanilan LDPE, HDPE, polistiren, Tyvek® gibi malzemelerdir [284,285].
Bununla birlikte gama sterilizasyonu gibi paket igerisinde Urunlerin steril edilmesi
yaklagimi surekli endustriyel sistemlere uygulanabilirlik agisindan da elverigli
oldugu icin daha buylk dnem arz etmektedir. Bu sistemi sanayiye adapte ederken
g6z ardi ediimemesi gereken en buylk hususlardan biri de paketleme
materyalinde meydana gelebilecek biitiin risk etmenlerinin belirlenmesidir. Ornegin
paketleme materyalinden plazma sirasi ve sonrasinda gecebilecek katkilarin
migrasyon limitleri, monomerler, oligomerler ve dusuk molekuler agirlikli ugucu
bilesenler gida guvenligi ¢gergevesinde belirlenmelidir. Bununla birlikte paketleme
materyalinin su buhari gegirgenligi, gaz gecirgenligi gibi dnemli iki 6zelliginin de
olumsuz ydénde etkilenmedigi de tespit edilmelidir (soluyabilen ve soluyamayan
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gidalarin farklihgr temeli). Cizelge 2.11°de paket igerisinde olusturulmus plazma ile

gerceklestirilen calismalara da yer verilmistir.

Literaturde yayinlanmig olan bir¢ok g¢alismada gidalarin yani sira gida ile temas
eden vyuzeylerin sterilizasyonu hakkinda da birgok arastirma yapilmistir
[34,194,286-288]. Bu kapsamda birgok yapay yuzey uzerinde denemeler
gerceklestiriimistir. Bunlar plastik yuzeyler, cam yuzeyler, paslanmaz celik ve
hidrofobik membranlardir. Bu yuzeyler ¢cok kompleks bir matrikse sahip olan gida
ylzeyini tam olarak temsil edememekle birlikte mikroorganizma-yutzey aktif plazma

turleri interaksiyonunun anlasiimasinda buyuk yardimlari olmustur.
2.5. Findigin Ulkemiz ihracatindaki Onemi ve Besinsel Bilesimi

Findik tlkemiz icin biylk bir Sneme sahiptir. Ulkemizde yaklagik 621.000 hektar
alanda Uretimi yapilan findikla ortalama 395.000 aile gec¢imini saglamakta ve
yaklagik 8 milyon insan findigin uretimi, hasadi ve islenmesinden gelir elde
etmektedir. Findik Glkemiz icin tarima dayali digsatimin gelirleri arasinda 6nemli
bir yere sahiptir ve bitkisel UrUnler icinde en yluksek doviz getiren Urundur. Turkiye
115 llkeye findik ihrag etmektedir. Ulkemize 2013 yilinda 1,8; 2014 yilinda ise
yaklagik 2 milyar dolar gelir saglamistir [4,289].

Findik, Ulkemiz ekonomisi ve tarimiminda o6zel bir yeri olan geleneksel ihrag
urinimuz olmasina ilave olarak, bilesenleri bakimindan o6nemli bir besin
maddesidir. Bilesiminde bulunan ylksek orandaki yag, findigin depolanmasi ve
islenmesinde buylk énem tasimaktadir. Findik birgok gida UrlUnlerinde tat, lezzet

ve aroma verici olarak da kullaniimaktadir.

Mikotoksinlerin gidalardaki mevcudiyeti insan ve hayvan sagligini uluslararasi
kapsamda etkilemektedir. FAO’ya gore her yil dinyadaki ekinlerin % 25’i
mikotoksinlerden etkilenmektedir. ABD’de aflatoksin kaynakli ekin kaybi 100
milyon dolarin Gzerindeyken bunun 26 milyon dolari sadece fistik kaybindan ileri
gelmektedir [290].

Son 5 yilda Turkiye dinya findik Gretiminin % 70’lik payina sahiptir. Bunu takiben
diinyada en énemli findik (retim bdlgeleri olarak italya, Amerika ve ispanya
gelmektedir. Dunya Uretim ve ihracat degerlerini gdsteren degerlerde dikkat gekici
nokta Uretimi olmayan o6zellikle Almanya’nin yuksek tonajlarda ihracat yaparak

bayuk gelirler saglamasidir [98]. Bununla birlikte Fransa, Hollanda, Belgika ve
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isvicre de Uretici olmadiklari halde ihracat yapmaktadirlar. FAO’nun
gerceklestirmis oldugu arastirmalara gore ulkelerin Gretim tonajlari ve elde ettikleri
gelirlere gore olusturulmus grafikten de bu buylk dagiim net sekilde ortaya
konulmustur (Sekil 2.21).
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Sekil 2. 21 Dinya 2012 findik tretimi ve ulkelerin gelir dagilimi [291]

Findik, ulusal ekonomimize katki saglayan ihra¢ urinumuiz olmasina ilave olarak
ayni zamanda bilegenleri bakimindan onemli bir besin 6gesidir. Findigin genel

bilesimi Cizelge 2.12’de verilmigtir.

Findigin bu 6zelligi yapisinda bulunan 6zel ya§ bilesimi, protein, karbonhidrat, lif,
vitaminler (vitamin E), mineraller, fitositeroller (B-sitositerol) ve antioksidan
Ozellikteki fenolik bilesiklerinden dolayidir [292]. Findik yuksek yag orani (% 60-65)
icerigi ile ayrica iyi bir enerji kaynagidir. Findik tum elzem amino asitlerlerle

beraber gogu elzem mineralleri de icermektedir [292,293].

Ozellikle findik ya@: tekli ve goklu doymamig yag asitleri bakimindan zengindir
[294]. Ozellikle tekli doymamig yag asidi orani daha yiiksek gidalarin kolesterol
dizeylerinin dusurtlmesi ve dengelenmesinde blyuk rol oynadiklari ve kalp-

damar hastaliklar riskini azalttigi birgok ¢alismada belirtilmistir [295-297].
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Cizelge 2. 12 100 gr findigin besinsel igcerigi [298]

Bilesen Birim Miktar | Bilesen Birim Miktar
Protein g 14,96 Cinko mg 2,43
Toplam yag g 60,74 Bakir mg 1,72
Doymus yag g 4,47 Mangan mg 6,18
Tekli doymamis yag g 45,65 Tiamin mg 0,64
Coklu doymamis yag g 7,92 Riboflavin mg 0,11
Kolesterol mg 0,00 Niasin mg 1,80
Karbonhidrat g 16,68 Pantotenik asit mg 0,92
Lif g 9,52 Vitamin B6 mg 0,56
Kalsiyum mg 112,88 Folat Mg 112,88
Demir mg 4,69 Arjinin g 2,21
Magnezyum mg 162,26 Vitamin K Mg 14,11
Fosfor mg 289,25 Vitamin E mg 15,03
Potasyum mg 680,79 Toplam fitosterol mg 95,24

Findik 6zellikle ylksek E vitamini (a-tokoferol) icerigine sahip olmasinin yaninda B
grubu vitaminleri (tiamin, riboflavin, niasin, Bs, pantotenik asit) de belirli oranlarda
ihtiva etmektedir [297].

Vitamin E, antioksidan 6zelligine sahip oldugundan, hicre zararinda oksidasyonu
onler ve hucrede serbest radikal olusumuna neden olan serbest oksijeni, ¢oklu
doymamis yag asitlerini okside ederek enzimatik olmayan bir yoldan

parcalamasini durdurur.

Findik iyi bir mineral kaynagidir, 6zellikle yuksek miktarda kalsiyum, magnezyum,
fosfor, potasyum, ¢inko, demir ve selenyum bulunmaktadir. Bu minerallerin kemik

gelisiminde ve sadlik Gzerine etkileri ¢ok iyi bilinmektedir [299].

Findik icerdigi besinsel lifler ile diyabet, hiperlipidemi ve obezite gibi hastaliklarda
tedavi edici etki gosterir. Hipertansiyon, CHD (kroner kalp hastaliklari), kolesterol
kalin bagirsak ve prostat kanseri ve bircok bagirsak hastaliklarini onleyicietkisi
oldugu bildirilmigtir. Cizelge 2.12’de belirtilen aktif bilesikler (6zellikle aminoasitler

ve sekerler) findigin tat ve aromasini belirleyici 6nemli rol oynamaktadir [292].
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2.6. Kirmizi Biberin Ulkemiz ihracatindaki Onemi ve Besinsel Bilegimi

TSE’nin tanimina goére kirmizi pul biber Capsicum annum turlne giren kultar
bitkilerinin tam olgunlasmis aci meyvelerinin iyice kurutulup, sapli veya sapi
alindiktan sonra c¢ekirdekli veya g¢ekireksiz yari ogutulerek pul haline getirilmig,

belli oranda yemeklik sivi yag ve tuz ile karistirilip su ile tavlanmig halidir [300].

Kirmizi  biber gunumuzde Antarktika haric butun kitalarda yaygin olarak
uretilmektedir. En buyulk dretici Glke 16 milyon ile Cin olup, bunu 2,4 milyon ton ile
Meksika, 2,1 milyon ton ile de Turkiye izlemektedir. Turkiye, dinya biber
uretiminde bazi yillar Cin’den sonra ikinci sirada, bazi yillar da ise Meksika ile yer
degistirerek Uguncu sirada yer almaktadir [301]. Turkiye taze biber uretiminde
dinyada Uguncu sirayl almasina ve tek basina dinya biber Uretiminin % 7-8’ini
karsilamasina karsilik, dunya iglenmis biber Uretiminde ne yazik ki iyi bir konumda
olmayip, yaklaik % 3’luk bir paya sahiptir [6,291]. Turkiye gerceklestirdigi biber
uretimiyle 2012 yilinda 98 milyon dolar gelir elde etmistir [6].
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Sekil 2. 22 Dunya 2012 biber Uretimi ve ulkelerin gelir dagilhmi

Kirmizi biber; gelisim, elde edildikleri bitkilerin vyetistirildigi ortamdan hasat,
kurutma ve daha sonraki isleme safhalarinda karsi karsiya kaldigi sartlar
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nedeniyle aflatoksin olusumuna hassas urunlerden birisidir. Kirmizi biber en

yuksek oranda aflatoksin igeren baharat turaduar [302].

Bununla beraber biberler genellikle yetersiz hijyenik kogullar altinda ag¢ik havada
kurutulmaktadir. Kirmizi biberler aflatoksinler ile hasat dncesi-sonrasi, depolama

sirasinda ve tagsima esnasinda kontamine olabilmektedir.

Gidalara katilan baharatlarin bircogu kufler, mayalar ve bakterilerle farkl
miktarlarda kontamine olabilmektedir. Kirmizi biber aflatoksin olusumu bakimindan
¢ok duyarh bir Grindur ve uygun olmayan hasat, depolama ve isleme kosullarinda
kserofilik kufler (Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. niger, A. ochraceus)
tarafindan kolayca aflatoksin olusabilir [303,304]. Baharatlar 10° (kob/g) gibi
oldukga yuksek mikrobiyal ylkte kontaminasyona maruz kalabilmektedirler [305].
Kontamine olmus baharat son drian mikrobiyolojik kalitesini, bunlar tuketen
insanlarin saghgini (enfeksiyon ve intoksikasyon yoluyla) ve uretim agisndan

hatali/kalitesiz Grtin olusumunu etkilemektedir.

Yakin zamanda yapilan bir arastirmada farkli yerlerden temin edilen kirmizi pul
biber érneklerinin aflatoksin degerlerinin blylk oranda yasal de§erler Gzerinde
oldugu tespit edilmistir. Orneklerin yaklasik % 50’sinin Avrupa standartlarinin
uzerinde oldugu belirtilmis olup, kontamine olan 6rneklerin yaklasik % 90’inin 5 ile
85,55 ng/gr dizeyinde aflatoksin B1 igerdigi belirtiimistir. Toplam aflatoksin duzeyi
en yuksek 144,41 ve ortalama 22,18 ng/gr olarak bulunmustur [306].

Gida maddelerindeki bulasanlarin maksimum limitleri hakkindaki 2008/26 sayili
Turk Gida Kodeksi Tebliginde, tim ve toz kirmizibiberler icin maksimum AFB1 ve
total aflatoksin miktarinin sirasiyla 5 ug/kg ve 10 pg/kg oldugu belirtiimistir [77].
Tark Gida Kodeksi Tebligi, 1881/2006/EC sayili gida maddelerindeki belirli
bulagsanlarin maksimum miktarlarinin belirlenmesi hakkinda komisyon tuzugu
dikkate alinarak Avrupa Birligi'ne uyum sureci ¢ergevesinde hazirlanmigtir [76]. Bu
direktif 2010 yihinda ¢ikan 165/2010 direktifi ile yeniden duzenlenmigtir [307].

Kirmizi biber taze olarak tuketilmekle birlikte; sanayi hammaddesi olarak tarimi
basta konserve, salca, tursu, acl sos ve islenmis et UrUnleri igin yogun bir sekilde
yapiimaktadir. Kirmizi biber ureticiligi genel olarak baharat olarak kullaniimak igin
yapilmaktadir. Bununla birlikte gidalara sadece aroma vermek amaciyla degil

gidayr korumak, urlin goérlntistini guzellestirmek ve antioksidatif-bakterisidal
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etkilerinden dolayi Uran raf dmrand uzatmak amaciyla da kullaniimaktadir. Kirmizi
biberde bulunan askorbik asit ve karotenoidler sahip olduklari antioksidan
Ozellikleri sayesinde, bazi kanser tiplerini, kardiyovaskuler hastaliklari,
arteryosiklerozisi ve yaglanmay onleyici etki gostermektedir. Kirmizi biber igerdigi
bircok bilesen ile insan sagliginda dnemli bir yere sahiptir. Cizelge 2.13’te 100 gr

biberin besinsel bilesimi verilmistir [308].

Cizelge 2. 13 100 gr kirmizibiberin besinsel icerigi

Bilesen Birim Miktar | Bilegen Birim Miktar
Protein g 12 Su g 8,1
Yag g 17,3 Lif g 24,9
Karbonhidrat g 31,7 Demir mg 8
Vitamin A U 41610 Fosfor mg 293
Tiamin mg 1 Kalsiyum mg 148
Riboflavin mg 2 Magnezyum mg 152
Niasin mg 15 Potasyum mg 2014
Askorbik asit mg 76 Sodyum mg 30

Kirmizi biber gibi kurutulmug gidalar radyasyona su orani yuksek olan gidalara
nazaran daha az duyarlidir. Dolayisiyla bu gidalarda uygulanan maksimum
uygulama dozlari daha ylksek olmaktadir. Birgok calismada 10 kGy’e kadar
uygulanan dozlarin gidanin besinsel ve gorsel bilesiminde degisime neden
olmadan mikroorganizma yukinu indirgedigi varsayilmaktadir [309]. Farkas [310],
7,5 kGy dozunun baharat tadinda herhangi bir degisiklige neden olmadigini
belirtmigtir.

2.7. Antioksidan Etkili Gida Bilesenleri: Fenolik Bilesikler

Gidalarda bulunan 6nemli fitokimyasallar tokoferoller, karotenoidler ve diger

antioksidan 6zellikteki fenolik bilesenlerdir [311].

Spesifik yad asitleri (omega-3, oleik asit vb.) saglik agisindan birgok fayda
saglamaktadir. Bu bilesenlerin gunlik diyette alimi damar sertligi, kanser,

otoimmun rahatsizliklari ve hipertansiyon risklerini azaltmaktadir [312-314].

Karotenoidler de onemli besinsel bilegenlerdir. Beta karoten ihtiya¢c dahilinde A

vitaminine donusmektedir. Diger karotenoidler de serbest radikallerle ve serbest
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radikal baslaticisi olan tekli oksijenle etkilesime girerek sonumlenmesini

saglamaktadirlar [315].

Antioksidan vitaminler disindaki besinsel bircok bilesen de ROT indUklli serbest
radikal hasarlarina karsi koruma mekanizmasina sahiptir. Fenolik bilesenler
neredeyse her gidada bulunabilen ¢ok gucli antioksidanlardir. Bu molekuller kalp
krizini, enflamasyonu, kanseri ve diyabeti engelleyici antioksidan maddeler olarak
gbrev alirlar [316-319].

Fenolik bilesenler bitkilerde patojen ve bocek saldirilari, UV radyasyonu ve
iyilesme durumlari gibi ekolojik ve fizyolojik etkenlere cevap olarak uretilmektedir.
En basit ve temel yapilarn bir veya daha fazla hidroksil grup igceren aromatik
halkalardir. Yapilarindaki fenol birimlerine badli olarak isim ve islevleri
degismektedir. Bitki fenolikleri fenoller, kumarinler, ligninler, liganlar, taninler,

fenolik asitler ve flavonoidleri kapsamaktadir.

Flavanoidler en genel fenolikler olmakla birlikte neredeyse butun bitki dokularinda
bulunmaktadirlar. Ozellikle karatenoidler ve klorofilin yanisira mavi, mor, sari,
turuncu ve kirmizi rengin olugsmasini saglarlar. Flavanoid ailesi flavonlar,
flavanoller, izoflavonlar, antosiyaninler, antosiyanidinler, proantosiyanidinler ve
katesinleri icermektedir. Butin flavanoidler fenilalanin, tirozin ve U¢ halkal

aromatik aminoasitlerden tiremistir [320].

Fenolik asitler de fenolik bilesiklerin ester, glikozit veya amid formunda bulunan
veya nadiren serbest formda bulunan sinifindandir. Hidroksisinamik ve
hidroksibenzoik asit gibi iki benzer yapiya sahiptirler. Hidroksisinamik asit turevleri
ferulik, kafeik, sinapik ve p-kumarik asitten olusurken; hidroksibenzoik asit tirevleri

gallik, vanillik, siringik ve protokatesuik asitten olugsmaktadir.

Diger ana fenolik bilesenler ise hicre duvari fenolikleridir. Bunlar ¢dézliinmez ve
diger hucre bilesenleriyle kompleks olusturular. Hiacre duvari fenoliklerinin iki ana
grubu ligninler ve hidrokssinamik asitlerdir. Bu bilesenler hicre duvarinda
enfeksiyon, UV radyasyonu, yaralanma gibi stress unsurlarina karsi koruyucu
gorev yaparlar [321]. Taninler hidrolize edilebilen ve kondase taninler olarak ikiye
ayrilmaktadirlar ve diger bitki molekullerine oksidatif bag yapma potansiyelleri ¢ok

gugluddr.

77



Findikta bulunan fenolikler (polifenoller, tokoferol) gidayir oksidasyona kargi
korumakta ve taze olan findiklarda hafif buruk ve acimsi tada neden olmaktadirlar
[322]. Bu bilesikler kroner kalp hastalidi, bazi kanser ¢esitleri ve birgok hastalik ve
fizyolojik durumu engellemektedir [323,324]. Ayrica yuksek antioksidan aktiviteye
sahip olmasi nedeniyle hicreleri singlet oksijen, superoksit, peroksil ve hidroksil
radikalleri gibi reaktif oksijen turlerinin hlcreye verebilecek zararlarini engellerler
[325].

Shadidi ve ark. [326] findik zarinin i¢ findiktan daha ylksek oranda fenolik bilesen
icerdigini belirtmistir. Ayrica radikal supurme aktivitelerinin (hidrojen peroksit,
superoksit ve DPPH radikallerini supurme (scavenging)) de normal findiktan
yuksek oldugu belirtiimistir. Tez kapsaminda kullanilan findiklarin da bu baglamda
yuksek fenolik bilesen dederlerinde olmasinin sebebi de budur. Ayrica findik
yuzeyinde bulunan zar inokule edilen sporlar igin iyi bir matriks olusturmaktadir ve
beklenilen kuf gelisimi ve aflatoksin olusumunun saglanmasina katkida

bulunmaktadir.

Gida insan gastrointestinal sisteminden gecerek midede (ylksek asidik ortam ve
enzimler); ince bagirsakta (hafif bazik ortam ve enzimler) ve son olarak kalin
bagirsakta (notr pH, intestinal mikroflora) sindirime ugramaktadir. Fenolikler
gidalarda hem bagli hede serbest halde bulunmaktadir. Bagli fenoliklergenellikle
B-glikozit formunda bulunurlar, mide ve ince bagirsakta serbest hale gelebilirler ve

kalin bagirsaga kadar ulasgip biyoaktif 6zellik gosterebilirler [327].

Vitamin E ya da a-tokoferol, fenolik antioksidandir. Fenolik maddelerin antioksidan
Ozellikleri, serbest radikallerindeki donate hidrojen atomlarina dayanmaktadir. Bu
bilesikler serbest radikal tutuculardir ve reaksiyonun baslangicinda veya reaksiyon
zincirinin  bir asamasinda devreye girer ve tekli oksijeni tutarak transfer
reaksiyonunu Onler. Buna bagli olarak kanser, kalp damar hastaliklari ve diyabeti
onler. Alfa tokoferol lipid membrandaki doymamis yag agillerini korumaktadir.
Serbest radikal oksidasyonu ve takibinde lipid radikal olusumunun artip damar
sertligine neden olmasi engellenmektedir [311]. Ayrica polifenoller ve diger
maddelere bagh olarak findik yaginin stabilitesini saglarlar ve yagin oksidatif
stabilitesinde rol oynarlar [292,328]. Findik dogal yapisi itibari ile kirmizi pul biber
ise Ozellikle parlatma amaciyla katilan bitkisel yag nedeniyle belirli oranlarda
tokoferol igerigine sahiptir.
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2.8. Aflatoksin ve Degradasyon Uriinlerinin Sitotoksik Ozelliklerinin

incelenmesi

Tez kapsaminda gergeklestirilen plazma islemleri ile aflatoksin miktarinda
meydana gelebilecek herhangi bir azalma bu toksinin insan sagligi agisindan daha
az tehlike tegkil edebilecegini gostermemektedir. Genellikle literaturde dugulen en
buyuk hatalardan bir tanesi aflatoksin miktarinin kramotogrofik bir yontemle
yuzdesel azalma miktarinin verilmesi ve uygulanan bu islemlerin etkin olarak
kullanilabileceginin  belirtiimesidir.  Aflatoksinler ~de  yapilar itibariyle
parcalandiklarinda daha toksik bir bilesene donusebilirler veya belirtilen yluzdesel
indirgenmelerle dogru orantili olarak toksisiteleri azalmayabilir. Bu durumun tam
olarak belirlenebilmesi adina aflatoksinler ve pargcalanma Urdnlerinin hicre

dizeyinde etkilerinin incelenmesi gerekmektedir.

Park ve ark. [46] plazmanin toksinlerin sitotoksisiteleri Uzerindeki etkinligini
belirlemek amaciyla bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. Bu calisma plazma-toksin
etkilesimi Uzerine gerceklestirilecek calismalarda temel niteligi tagsimaktadir. Bu
calismada gida bazli herhangi bir islem gerceklestiriimemesinin yaninda aflatoksin
dolusyonlarina direkt olarak atmosferik plazma uygulamasi gergeklestiriimis ve
ortamdan uzaklastirilan toksinlerin aktif plazma turleri kaynakli veya plazma

ucundan ¢ikan gaz basinci kaynakli mi oldugu belirtiimemisgtir.

Tez kapsaminda gercgeklestirilen sitotoksisite testlerinde 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) testi uygulanmis olup hedef hicre olarak fare
fibroblast hiicresi kullaniimistir. ilk olarak Mosmann tarafindan tanimlanan ve daha
sonra Alley ve arkadaslan tarafindan geligtirien MTT hicrelere aktif olarak
absorbe olan ve mitokondriye bagh bir reaksiyon ile (mitokondriyal enzim olan
suksinat dehidrogenaz) renkli, suda/hlcre iginde ¢6zinmeyen formazana
indirgenen bir maddedir [329,330]. Tetrazolium halkasinin pargalanmasi sonucu
soluk sari renkli MTT boyasi koyu mavi-mor formazan drinune donusmektedir.
Sonug olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis htcreler mor renkte
boyanmakta, o6l0 ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hucreler
boyanmamaktadir.Formazan asidik izopropanol igerisinde ¢6zinur ve 540 nm
dalga boyunda optik yodunlugu kaydedilir. Bu yodntemde hucrelerin MTT'yi
formazana indirgeme 6zelligi hicre canhliginin 6l¢iti olarak alinir ve MTT analizi
sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hucre sayisi ile dogru bir oranti
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gOsterir. MTT yontemi basit ve tekrarlanabilir sonuglarin alindigi kolorimetrik bir
yontemdir [331].

Gidalar karsinojenik etkilerinin yanisira antikaserojenik etkiye sahiptirler. Birgok
meyve, sebze ve caylar gerceklestirilen hayvan deneylerinde kimyasal tumor
olusumunu engellemektedirler. Gescher ve ark. [332] farkli gidalarin
atikanserojenik etkilerileri Uzerine caligmalar gergeklestirmistir. Shirazi ve ark.
[333] vyaptiklari arastirmada MTT testi kullandiklarinda fistik ekstraklarinin
aflatoksinlerin HepG2 hicreleri Uzerine etkilerini olumlu yonde degistirmedigini
belirtmiglerdir. Ekstraktlarin HepG2 hucreleri i¢in toksik bir etki yaratmadigi gibi
AFB1 uygulamasindan once hucrelerle muamele edildiginde toksinin sitotoksik
etkisini artirdigini  belirtmiglerdir. Bununla birlikte aflatoksin ve pargalanma
artnlerinin hiicre morfolojisi tzerindeki etkilerini gormek amaciyla hicreler akridin
turuncusu ile boyanmis ve floresan mikroskopta degisen aflatoksin

konsantrasyonlarina kargi elde edilen canlilik gézlemlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

Sunulan ¢alismanin temel amaci, disuk ve atmosferik basing temelli 2 farkli soguk
plazma teknolojisinin dekontaminasyon ve detoksifikasyon etkisinin iki gida ornegi
uzerinde ve iki farkli kuf susu kullanilarak karsilastirmal olarak incelenmesi ve

performanslarinin belirlenmesidir.

Sunulan calismay! asagidaki ana basliklar altinda 6zetlemek mumkindir. Bu

basliklar sirasiyla,

e Secilen gida o6rneklerinin baslangic fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik

kalitesini belirleyecek parametrelerin belirlenmesi

o Aflatoksin Ureten kUf suslarinin  secilmesi ve gida o6rneklerine

kontaminasyonlarinin gergeklestiriimesi

e Orneklerde aflatoksin Ureten kiflerin gelismesi ve optimum aflatoksin

uretiminin saglanmasi

e Kuf dekontaminasyonu saglayan optimum plazma parametrelerinin

belirlenmesi ve kuf yukinde meydana gelen indirgenmenin belirlenmesi

e Plazma uygulamasinin secilen gidalarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile

icerdikleri aflatoksin Gzerine etkisinin belirlenmesi

e GuUnumuzde en etkin sterilizasyon yontemlerinden biri olarak kabul edilen

gama isinlama yontemi ile iki soguk plazma yonteminin karsilastiriimasi

e Aflatoksin parcalanma Urunlerinin L929 fare fibroblast hicreleri Gzerindeki

sitotoksikolojik etkilerinin belirlenmesi

e Plazma uygulamasinin mikroorganizmalarin ylzey morfolojilerinde

meydana getirdigi degdisikliklerin tespit edilmesi
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Tez kapsaminda yer alan tum kimyasal analizler ve aflatoksin analizlerinde
kullanilan analiz metotlarinin  geligtiriimesi, valide edilmesi veya gecerli
kilnmasinda kullanilan yontemler ve gelistirilen stratejiler, uygulanan analiz
metotlarina ait islem basamaklari, kromatografik analiz kosullari, elde edilen limit
of dedection (LOQ) ve geri kazanim (GK) degerleri TUBITAK 1110570 nolu

projeden alinmig olup Yrd.Dog.Dr. Baran Onal Ulusoy’un izni ile kullaniimigtir.

3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Tez kapsaminda kullanilan gida érnekleri TUrkiye’'nin ihracatinda énemli bir yer
tutan ve pazar payl ylksek findik (Girsoy Tarimsal Urlinler Gida Sanayi ve
Ticaret A.S., Ordu) ve kirmizi pul biber (Bagdat Baharat, Ankara)’dir. Findik 11

mm Levant kalite nattrel findiktir.

Aflatoksin analizleri icin VICAM-aflatest (Watertown, MA, ABD) HPLC kitinde yer
alan B1, B2, G1, G2 standartlari kullanilarak kalibrasyon grafigi cizilmis ve
ornekteki miktarlari belirlenmistir. Sitotoksikoloji testlerinde kullanilan kristal
aflatoksin (B1, B2, G1, G2) saf standardlari ise Sigma-Aldrich’den (St. Louis, MO,

ABD) alinmig ve analiz 6ncesi metanolde ¢ozilmustir.

Kimyasal analizlerde kullanilan saf standartlar (Sigma Aldrich Missouri, ABD),
Folin-Ciocalteu reaktifi (Merck, Almanya), kuflerin SEM goruntulemeleri igin
mikroorganizmalarin yuzeye sabitlenmesinde kullanilan gluteraldehit (AppliChem,
Almanya) ve Osmium tertaoksit (% 1, Sigma Aldrich, Missouri, ABD),
kullaniimistir. Kullanilan tim c¢oézuculer analitik saflikta olup Sigma-aldrich (MO,
ABD) ya da Merck-millipore (Almanya) dan satin alinmigtir. Serbest yag asitligi
deneyinde indikator olarak fenolftalein (Merck, Almanya) ve timol mavisi (Sigma
Aldrich Inc. St. Louis, Missouri, ABD ) kullaniimistir.

Hulcre kilturd calismalarinda fare fibroblast hicreleri L929 ((Sigma Aldrich Inc. St.
Louis, Missouri, ABD) kullaniimistir. Hlcre kultart igin besiyeri olarak % 10 fetal
sigir serumu (fetal bovine serum-FBS, BIOCHROM, Almanya), % 1 L-glutamin,
100 dnite/mL penisilin  ve 100 mg/mL streptomicin (Invitrogen, ABD) ile
desteklenmis, Dulbecco’nun modifiye Eagle besiyeri (DMEM; Sigma-Aldrich, ABD)
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kullaniimistir. Hucrelerin besi ortamindan ayrilmalari % 0,25 tripsin iceren 1 mM
etilendiamintetraasetik asit (EDTA, Invitrogen, ABD) ile gerceklestiriimigtir.
Sitotoksisite c¢alismalarinda kimyasal ajan olarak; serum igermeyen besi yeri
(SFM, Invitrogen, ABD), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid
(MTT, Applichem, Germany), 0,04 M HCL igeren izopropanol-HCI (izopropanol,

Merck, Almanya) kullaniimigtir.

Mikrobiyolojik analizler kapsaminda kullanilan dilisyon sivisi % 0,9 (w/v)’luk NacCl
(Merck, Germany) icinde ¢ozundurilmus % 0,1 (v/v)lik Tween 80 (Merck,
Almanya) ¢ozeltisidir. Yeast Extract Glucose Chloramphenicol (YGC) agar (Merck,
Almanya) kuflerin spor uretimi ve uygulamalar 6ncesi ve sonrasi sayimlarinin
gerceklestiriimesi icin; Brain Heart Infusion (BHI) agar ise bakteri sayimi igin
kullaniimistir.  Findik  6rneklerinin - 6n  dekontaminasyonu amaciyla farkli

konsantrasyonlarda etanol c¢ozeltileri kullaniimigtir.

Dekontaminasyon calismalari icin aflatoksin Urettigi bilinen kif suglari TUBITAK-
MAM Kiltir Koleksiyonundan temin edilmistir. Kif suslarina ait kimlik bilgileri

Cizelge 3.1’de verilmisgtir.

Cizelge 3. 1 Temin edilen saf A. flavus ve A. parasiticus kulturlerinin kimlik bilgileri

Verilen Bilgiler l. Kiltar Il. Kaltar
izolatin ismi Aspergillus flavus Aspergillus parasiticus
izolatin alindigi érnek Findik Findik
izolatin alindigi sehir Adapazari Giresun
Liyofilize kod no 327 1041
Urettigi toksinler Aflatoksin B1, B2 Aflatoksin B1, B2, G1
3.2. Metot

3.2.1. Findik ve Pul Biber Orneklerinde Gergeklestirilen Fiziksel Analizler

iki gida 6rneginde yapilan fiziksel analizlerin tirl ortak olup bunlar; nem, su

aktivitesi ve renk tayini analizleridir.
3.2.1.1. Nem Tayini

Nem tayini kirmizi pul biber icin TS 2134 [334] ve findik icin TS 1632 EN ISO
665’e [335] gore belirlenmigtir. Buna gore yaklasik 5 gr égutilmuas findik érnegi,
(>0,2 mm) 105+2°C’deki etlivde sabit agirhiga ulasincaya kadar (yaklasik 4-5 saat)
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tutulmus ve olugsan agirlik kaybindan vyararlanarak % nem miktari

saptanmigtir.Buna gore,
Nem miktari (%)=((m2-m3) / (M,-m1))*100
m1: Kurutulmus bos kurutma kabi ve kapali agirhdi (9)
m»: Analiz numunesi + kurutma kabi1 agirhgi (g) (Kurutmadan 6nce)
m3: Analiz numunesi + kurutma kabi1 agirhgi (g) (Kurutmadan sonra)

Pul biber igin kullanilan yontem, su ile karismayan organik bir ¢ozucu kullanilarak,
suyun damitilmasi ile alinip dereceli bolumde toplanmasi ve miktarinin
belirlenmesi ilkesine dayanmaktadir. Pul biber ornekleri igin gerceklestirilen TS
2134 no’lu standarda [334] gore 40 gr o6rnek tartilmis ve Uzerine 75 mL toluen
konulup agzi kapali bir sekilde 5 dk bekletilmistir. Sonrasinda drnekler dnce
50°C’de biraz bekletip (4-5 dk) sonrasinda sicaklik yavasca 70°C’ye artirilip isleme
devam edilmistir.  Sekil 3.1'de goruldugu gibi Ozel olarak yaptirilan cihazin
parcalar yerlestirilmistir. Cam diuzenek vasitasiyla karisimdan skala iceren kisma
dogru nem gegcisi durana kadar isleme devam edilmistir. Geri sogutucunun
ceperlerinde kalan nemi toplamak igin geri sogutucunun igerigi, yaklagik 5 mL
toluen ile yikanmis ve geri sogutucunun tepesinden sokulan cam baget yardimi ile
dereceli kabin icerisinde toplanan suyun toluenden ayrilarak dibe toplanmasi
saglanmistir. Su seviyesi dedismeyinceye kadar damitma islemi sutrdiriimus ve
isitici kapatilmistir. Sonra dereceli kisimdaki suyun hacmi olgtimustir. Pul biberin

nem miktarlari asagidaki formule gore hesaplanmistir;

Nem miktari (%)= (skaladan gézlenen deger/6rnek kitlesi)*100
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Sekil 3. 1 Pul biber nem dlcim duzenedi

3.2.1.2. Su Aktivitesi Tayini

Orneklerin su aktivitesi dlgctimleri AquaLab CX-2 model su aktifligi dlgiim cihaziyla
(Decagon Devices, Inc., ABD) gercgeklestiriimistir. Hazirlanan 6rnek pacallarindan
rastgele alinan ornekler Uzerinde deneyler gercgeklestiriimis olup sonuglar
orneklerin ortalamasi alinarak verilmistir. Her numunede su aktivitesi tayininin ayni

sicaklik derecelerinde yapilmasina 6zen gosterilmistir.
3.2.1.3. Renk Analizi

Findiklarda renk tayini HunterLab (Minolta, Japonya) ile kirmizi pul biberde renk
tayini ise hem HunterLab hem de ekstrakte edilebilen renk indeksi (ASTA) olarak

Topuz’a gore belirlenmistir [336].
3.2.1.3.1. Hunterlab Yontemi Kullanilarak Gergeklestirilen Renk Analizi

Findik 6rneklerinde plazma dekontaminasyon islemi gergeklestirilirken direkt
olarak zarh findiklarla c¢alisildigi icin findikta renk parametresini zar rengi
belirlemektedir. Bu amagla, alinan findik orneklerinin renk degeri HunterLab
cihazinda findik &rneklerinin tam olarak girebilecedi bagliklar kullanilarak
belirlenmistir. Pul biberlerde ise cihazin 6zel klUvetlerine pul biber doldurularak

renk olgumleri yapiimistir.
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"L" deg@eri aydinhk derecesi (ligthtness) olarak tanimlanmakta olup bu deger 0
(siyah), ile 100 (beyaz) arasinda degismekte ve "pozitif a" degerleri kirmizi,
"negatif a" degerleri ise yesil rengi gostermektedir, "b degeri" de 0 ile 60 arasinda
degismekte ve "pozitif b" degerleri sari, "negatif b" degerleri ise mavi rengi
gOstermektedir. AE degeri toplam renk dedisim degerini ifade etmekte olup

asagida belirtiimis olan formulle hesaplanmaktadir.

AE = \/(L* - L’;control)z + (a* - a;:fontrol)z + (b* - blﬁontrol)2

AE degderi baslangi¢ ve islem sonrasi orneklerin renk degerleri arasindaki farkin
bayuklugunun belirtiimesini saglamaktadir. Kontrol olarak islem gormemis
baglangic findik ya da pul biber 6rneginin ortalama L, a, ve b degerleri

kullaniimistir.
3.2.1.3.2. Ekstrakte Edilebilen Renk indeksi (ASTA) Yéntemi ile Renk Analizi

Kirmizi pul biberden ekstrakte edilebilen rengi belilemek amaciyla yaklasik 0,2 gr
ornek balon jojeye tartiimis ve balon icerigi analitik saflikta aseton ile 100 mL’ye
tamamlanmistir. Balon agdzi kapatildiktan sonra c¢alkalayicida 250 rpm’de 5 dk
karigtinimis ve karanlik ortamda 20 saat ekstraksiyona birakilmigtir. Ekstraksiyon
suresi dolduktan sonra balon 1 dk santifrlj edilerek biber parcalarinin dibe
cOkmesi saglanmistir. Elde edilen ekstraktin absorbans degeri spektrofotometrede
Perkin EImer Lambda 3 (Waltham, Massachusetts, USA) 460 nm dalga boyunda
okunmustur. Okunan absorbans degeri asagida belirtilen formulde yerine

konularak ASTA renk degeri hesaplanmistir [337].
ASTA renk degeri= (A*16,4*If)/W
A: Kirmizi pul biber ekstraktinin absorbansi

16,4: ASTA renk sabiti (100 ASTA degeri, 460 nm’de absorbansi 1,0 olan

kirmizi biber ekstraktinin* rengidir)
* Standart kabul edilen 0,164 gr kirmizi biberin 100 mL aseton ile ekstrakti
If: Alet dUzeltme faktdru (Hesaplamalar kisminda 1 olarak kabul edilmigtir)

W: Absorbansi okunan ¢ozeltideki 6rnek miktari (gr)
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3.2.2. Findik ve Pul Biber Orneklerinde Gergeklestirilen Kimyasal Analizler
3.2.2.1. Yag Miktan Tayini

Yag miktari tayini igin soxhlet ekstraksiyon metodu kullaniimistir. 10’ar gr pul biber
ve ogutilmus findik érnekleri alinmis ve soxhlet kartuslarina konulmustur. Ayrica
kartuglara yaklasik 2 spatil deniz kumu eklenerek igerik karistirlmigtir. Soxhlet
ekstraktorinde n-hekzan varliginda 60°C'de 6 saat ile ekstraksiyona tabi
tutulmustur. Balondaki ekstrakt icindeki n-hekzan, doner buharlastiricida vakum
altinda 30-40°C’de uzaklastiriimistir. Ornekte kalan az miktardaki ¢ézicl ise
105+2°C’deki etuvde 2 saat bekletilerek ugurulmustur. Balon igerigi desikatorde
sogutulduktan sonra tartim farklarindan faydalanilarak yag miktari yuzde olarak

saptanmigtir.
% Yag (gr /2100 g) = (M2-M;)/m*100
Mi= Sabit tartima getirilmis balonun agirhg (g).
M,=Balonda son tartimda bulunan toplam yag miktari (g).
m= Alinan érnegin agirligi (g)’dir.

3.2.2.2. Serbest Yag Asitligi Tayini

Orneklerdeki yagd, soxhlet ekstraksiyonu ile elde edildikten sonra yagda kalan
hekzan once doner buharlastiricida sonra 30°C’deki su banyosunda azot altinda
ucurulduktan sonra yagin, serbest yag asitligi AOCS Ca 5a-40’da belirtilen yontem
dogrultusunda titrimetrik olarak saptanmis ve % oleik asit cinsinden verilmistir
[338]. Yontemde bazi modifikasyonlar yapilmistir. Findik 6rnekleriyle caligilirken
indikator olarak fenolftalein ¢dzeltisi kullanilirken, pul biberden elde edilen yag
ekstraktinin renginin ¢ok koyu kirmizi olmasindan dolayi titrasyonda donum

noktasini tam belirleyebilmek i¢in indikator olarak timol mavisi kullaniimigtir.

Serbest asitlik (%oleik asit)= harcanan NaOH hacmi (mL)*N*28,2/ 6rnek
agirhgi (g)
3.2.2.3. Peroksit Sayisi Tayini

Peroksit sayisi, yaglarda bulunan aktif oksijen miktarinin 6lgisu olup 1 kg yagda
bulunan peroksit oksijenin miliekivalentgram olarak miktaridir. Orneklere ait

peroksit sayisi tayini AOCS Cd 8-53 standart metodu kullanilarak yapilmistir [339].
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Bu metoda gore gergeklestirilen deneylerde, belirlenen miktarlarda yag ornekleri
(findik icin =5 g, pul biber i¢in =1,4 g) balona tartilmistir. Findik drnegi igin 6rnek
uzerine 30 mL asetik asit-kloroform (3:2 v/v) ve 0,5 mL doymus potasyum iyodur
(KI) ilave edilerek bir dakika karistirma isleminden sonra Gzerine 30 mL su, 0,5 mL
% 1’lik nisasta ¢ozeltisi eklenmistir ve karigsim 0,01 N sodyum tiyosulfat ¢ozeltisi ile
beyaz renk gorulene kadar titre edilmigtir. Ayrica kor deneme de yapilarak
harcanan hacimden ¢ikariimistir ve peroksit sayisi asagida verilen formule gore,

meq/kg yag olarak hesaplanmistir.

Peroksit sayisi (miliekuvalent peroksit/kg ornek)= (V(mL)*N*1000)/6rnek
agirhgi (gr)
Standart metot, 0,1 N sodyum tiyosulfat ¢ozeltisi ile yapilan titrasyonda harcanan
hacim 0,5 mL’nin altinda olmasi durumunda titrasyonlarda 0,01 N sodyum
tiyosulfat ¢ozeltisi kullanilmasininén goéraldagu igin 0,01 N ¢ozelti kullaniimistir. Pul
biber igin ekstrakte edilen yag miktari metotta verilenin aksine 5 gr altinda oldugu

icin tim reaktiflerin miktarida érnek agirhgi ile orantili olarak azaltiimistir.
3.2.2.4. Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde tayininde kolorimetrik Folin-Ciocalteu metodu kullanilimistir
[340]. Bu yontemin ilkesi, fenolik bilesiklerin alkali ortamda Folin-Ciocalteu
ayiracini indirgeyip, kendilerinin oksitlenmis forma donustigu bir redoks
reaksiyonuna dayanmaktadir. Fenolik bilesiklerden fosfomolibdik/fosfotungistik asit
komplekslerine elektron transferi gergeklesmektedir. Elektron transfer reaksiyonu
fenolik bilegsenler igin spesifik olmayip, ekstraksiyon prosedurleri genellikle
askorbik asit ve diger interferans yapabilecek maddelerin yaklasik %85 oraninda

uzaklastiriimasini saglamaktadir.

Toplam fenolik maddelerin belirlenmesinde gallik asitten hazirlanmis ¢ozeltilerden
elde edilen kalibrasyon egrisi kullaniimistir ve sonuglar gallik asit cinsinden
verilmistir [340]. Folin—Ciocalteu reaktif ¢ozeltisi 2 N olup, ¢alismada 1/10 oraninda

saf su ile seyreltilerek 0,2 N’lik ¢gozeltisi kullaniimigtir.

Literatirde sodyum karbonat ¢ozeltisi i¢in iki konsantrasyonun siklikla kullanildigi
gOrulmustar. Bunlar % 7,5 (w/v)’luk ve doygun ¢ozeltidir. Calisma kapsaminda bu

¢Ozeltilerin her ikisi de kullaniimis ve toplam fenolik madde tayini igin hangisinin
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daha uygun oldugu tespit edilmistir. % 7,5'luk ¢ozelti hazirlamak i¢in 75 gr sodyum

karbonat 1 L suda ¢ozdUurulmastar.

Doygun sodyum karbonat (% 35) ¢ozeltisi; 87,5 gr sodyum karbonatin saf suda
¢6zundurdlip 250 mL’ye tamamlanmasi ile elde edilmektedir. Cozelti karistirma

ortaminda bir gece bekletilerek, filtre edilmis ve stoklanmigtir.

En etkin ekstraksiyon verimini elde etmek igin uygun g¢oziculerin secilmesinin
yaninda zaman ve sicaklik parametrelerinin de ayarlanmasi gerekmektedir.
Normalde zaman ve sicaklik degerlerinin artmasi analit ¢ozunurlGgunu
artirmaktadir. Bununla birlikte fenolik bilesikler genellikle degrade olmakta veya
uzamis ekstraksiyon zamani ve yuksek sicakliktan kaynaklanan enzimatik

oksidasyon gibi istenmeyen reaksiyonlar gergeklesmektedir.

Cozucu:6rnek oraninin artigi fenolik ekstraksiyonunu artirmaktadir fakat en etkin
oranin belirlenmesi gerekmektedir. Al-Farsi ve Lee [341] 60:1 oraninin bitkilerdeki
fenoliklerin ekstraksiyonunu etkili bir sekilde sagladidini belirtmiglerdir. Tez

kapsaminda bu oran 25:1 olarak gercgeklegtiriimistir.

Ekstraksiyon c¢ozeltilerine asit eklenmesinin de ekstraksiyon verimini artirdigi
belirtimektedir. Davidov-Pardo ve ark. [342] pH 4-5 civarinda katesinlerin ve
izomerlerinin alkali ve yuksek asidik ortamlara gbére daha ylksek stabilitede
olduklarini belirtmiglerdir. Bu nedenle tez kapsaminda ekstraksiyon verimini

belirlemek amaciyla asit iceren ¢ozeltiler de test edilmistir.
3.2.2.4.1. Findik Orneklerinden Fenolik Madde Ekstraksiyon Yéntemleri

Literatlr arastirmasi sonucunda ¢alismada kullanilan érneklere benzer orneklerde
kullanilan yontemlerin pek c¢ogu denenmis olup bu yodntemlerin c¢alismada
kullanilan gida Uzerindeki etkinlikleri belirlenmigtir. Elde edilecek sonuglardan en

etkin ekstraksiyon yontemi belirlenmigtir.

Yontem 1: Rio ve ark. [343]'Un findik zarindan fenolik madde ekstraksiyonu igin
kullandigi yonteme goére farkh paketlerden alinip pacal yapilan findik ornekleri
pargalayici-karigtiricidan (blender) gegirilmis ve homojen olarak karistiriimigtir.
Santifrijj tiplerine yaklasik 1 gr érnek tartiimistir. Uzerine 10 mL % 1’lik formik asit
(v/v) ¢ozeltisi ilave edilmistir. 15 dk ultrasonik su banyosunda ve sonra ayrica

70°C’de 1 saat tutulmustur. Supernatantin alinmasi igin 3500 rpm’de 10 dk
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santifrij islemi uygulanmigtir. Supernatant Whatman No:1 filtre kagidindan
suzullerek bir balona aktariimistir. Kalan kalinti ise tekrar ekstraksiyon isleminden
gegirilerek (kullanilan toplam ¢ozelti miktarinin 25 mL’ye tamamlanmasi amaciyla
2 kere daha (10+5 mL) ekstraksiyon yapilmistir. Ekstrakt analiz edilecedi zamana
kadar -20°C’de saklanmistir. Rio ve ark. [343] tarafindan uygulanan yontemden

farkli olarak iki tane fazlaekstraksiyon basamagi (10+5 mL) kullaniimigtir.

Yontem 2: Rio ve ark. [343]'Un findik zarindan fenolik madde ekstraksiyonu igin
kullandigi yontem modifiye edilerek kullaniimistir. Buna goére santifriij tlplerine
yaklasik 1 gr 6gutilmis ornek tartiimistir. Uzerine 10 mL metanol:su (75:25)
¢Ozeltisi ilave edilmistir. 15 dk ultrasonik su banyosunu takiben 15 dk vortekste
karistirilmistir. Bu iglem 2 kere tekrar edilmistir. Daha sonrasinda supernatantin
alinmasi igin 3500 rpm’de 10 dk santifrij edilmistir. SUpernatant Whatman No:1
filtre kdgidindan suzulerek bir balona aktariimistir. Kalan kalinti tekrar ekstraksiyon
isleminden gegcirilerek toplanan ekstrakt (kullanilan toplam ¢ozelti miktarinin 25
ml'ye tamamlanmasi amaciyla 2 kere daha (10+5 mL) ekstraksiyon yapilmistir)

analiz edilecedi zamana kadar muhafaza edilmesi amaciyla -20°C’de saklanmistir.

Yontem 3: Artik ve ark. [344] tarafindan dnerilen yontem modifiye edilmistir. Buna
gbére santifrij tiplerine yaklasik 1 gérnek tartiimigtir. Uzerine 10 mL % 1 HCI
iceren % 80’lik metanol ¢dzeltisi ilave edilmistir. Oda sicakliinda calkalayicida 1
saat inkiibe edilmistir. Ornekler 5000 rpm’de 15 dk santrifiij edildikten sonra
Whatman No:1 filtre k&dgidi kullanilarak stipernatant kisim alinip, kalan pellet tekrar
ekstraksiyona tabi tutulup 25 mL’lik ekstrakt elde edilene kadar islemler 2 kere
daha (10+5 mL) tekrarlanmistir.

Yontem 4: Yontem 3’te verilen iglemler aynen uygulanmis olup bu yontemdeki tek
farkhlik ekstraksiyon icin kullanilan ¢ézeltinin % 0,1 HCI iceren % 80’lik metanol
olmasidir. Burada HCI'nin konsantrasyonunun azaltiimasinin sebebi, asit
¢Ozeltilerinin ekstraksiyon verimini arttirirken bazi fenolik bilesiklerin hidrolizini yol
acmasidir. Yontem 3 ve Yontem 4’ten elde edilen veriler karsilagtirilarak asitlerin

mevcut fenolik madde bilesimine etkisi tartigiimigtir.

Yontem 5: Chandrasekara ve Shahidi [345] tarafindan belirtilen yontem modifiye
edilerek uygulanmistir. Ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak % 80 (v/v)’lik etanol ¢ozeltisi

kullanilmigtir. 1 gr érnek erlenlere alinarak Uzerine 10 mL % 80 (v/v)’lik etanol
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gozeltisi konulmus ve 60°C de 40 dk su banyosunda galkalanmistir. Ornekler 4000
rpm’de 5 dk santifrij edilmis Whatman No:1 filtre kagidi kullanilarak stupernatant
kisim alinip, kalan kalintiya sirasiyla 10 mL ve 5 mL etanol eklenip tekrar

ekstraksiyona tabi tutulmustur.
3.2.2.4.2. Pul Biber Orneklerinden Fenolik Madde Ekstraksiyon Yontemleri

Literatlrde pul biber drneklerinden fenolik maddelerin ekstraksiyonunda genellikle
metanol ve aseton tercih edildigi icin tez kapsaminda her iki ¢bézliclu de

denenmistir.

Yontem 1: Hervetz-Hernandes ve ark. [346]'nin kullandigi yontem modifiye
edilerek kullaniimistir. Bu baglamda yaklasik 1 grornek erlene alinmig, Uzerine
6,25 mL % 50 (v/v)lik metanol c¢oOzeltisi ilave edilmigti. 60 dk mekanik
calkalayicida karistirilmistir. SUpernatantin alinmasi icin 4000 rpm’de 15 dk
santifrij edilmistir. Supernatant Whatman No:1 filtre kagidindan suzilerek bir
balona aktariimigtir. Kalan pellet tekrar 6,25 mL metanol ile daha dnceki prosedur
uygulanarak  ekstraksiyon isleminden gegciriimigtir.  SUpernatant tekrar
uzaklastirildiktan sonra kalan pellete 6,25 mL % 70’lik aseton ¢ozeltisi 2 kere ilave
edilerek bu ¢ozelti ile de 2 kere ilk ekstraksiyon igslemlerine tabi tutulmustur. Son

¢Ozelti hacmi 6,25x4=25 mL olacak sekilde ekstraksiyon tamamlanmistir.

Yontem 2: Oboh ve ark. [327]'nin kullandidi yontem modifiye edilerek
kullaniimistir. Santifrjj tlplerine yaklasik 1 grérnek tartiimistir. Uzerine 10 mL
aseton:su (80:20) cozeltisi ilave edilmigtir. 5 dk vorteks uygulamasini takiben 5 dk
ultrasonik su banyosunda bekletilmistir. Bu iglem 2 kere tekrar edilmigtir. Daha
sonrasinda supernatantin alinmasi icin 4000 rpm’de 5 dk santifrij edilmigtir.
Supernatant Whatman No:1 filtre kdgidindan stzillerek bir balona aktariimistir.
Kalan pellet tekrar ekstraksiyon isleminden gegirilerek (kullanilan toplam ¢ozelti
miktarinin 25 mL’ye tamamlanmasi amaciyla 2 kere daha (10+5 mL) ekstraksiyon

yapiimistir. Ornek analiz edilecedi zamana -20°C’de saklanmustir.

Calisma kapsaminda kullanilan kalibrasyon grafiginin olusturulmasi i¢in standart
stok ¢ozeltiler asagidaki gibi hazirlanmigtir.

Findik i¢in ana standart ¢ozelti: 10 mg gallik asit 10 mL % 80 (v/v)’lik etanolde
(ekstraksiyon yonteminde kullanilan ¢ézlcu igerisinde) ¢oztundurtlerek 1000 mg/L

konsantrasyonda gallik asit stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden 0,5,
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0,75, 1,00, 1,25 ve 1,50 mL alinarak her biri 10 mL’lik 6lgu balonlarina aktariimis,
balonlar etanol ile gizgisine tamamlanmistir. Bu sekilde sirasiyla 50, 75, 100, 125

ve 150 mg gallik asit/L konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlanmistir.

Pul biber ana standart ¢o6zeltisi: 10 mg gallik asit 10 mL % 70’lik asetonda
(ekstraksiyon yonteminde kullanilan ¢ézlcu igerisinde) ¢ozundurulerek 1000 mg/L
konsantrasyonda gallik asit stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bu stok ¢ozeltiden 0,25,
0,5, 0,75, 1,00, ve 1,25 mL alinarak her biri 10 mL’lik 6lct balonlarina aktariimis,
balonlar aseton ile ¢izgisine tamamlanmigtir. Bu sekilde sirasiyla 25, 50, 75, 100,

ve 125 mg gallik asit/L konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlanmistir.

3.2.2.4.3. Ornek Ekstraktlarinin ve Standart Cozeltilerin Toplam Fenolik
Madde Miktarinin Spektrofotometrik Tayini

Ornek ekstraktlarindan 0,5 mL alinarak 2,5 mL 0,2 N Folin-Ciocalteu reaktifi ile
karistinlmistir. Karisima 5 dk sonra 2 mL % 7,5’luk sodyum karbonat veya doygun
sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilerek iyice karistiriimis ve toplam ¢ozelti hacmi
5 mL’ye tamamlanmigstir. Elde edilen karigsim 2 saat karanlikta bekletildikten sonra
5 mL saf su eklenerek olusan mavi rengin spektrofotometrede 725 nm’de
absorbansi okunmustur. Absorbanslarin ¢ok ylksek oldugu durumda (>0,8)
Lambert-Beer yasasina uygun olmasi agisindan analiz iglemleri uygulanmig
ornekler belirli oranlarda seyreltildikten sonra tekrar okuma yapilmistir. Elde edilen

ekstraktlarin toplam fenolik madde icerigi yukarida belirtildigi gibi saptanmistir.

Kalibrasyon grafigi ise her ornek icin ayrn ayri hazirlanan stok cozeltilerin
absorbans degerlerinin, ornek ekstraktlarina benzer sekilde tayin edilmesi
sonrasinda okunan absorbans degerlerinin gallik asit konsantrasyonua bagli
olarak grafige geciriimesi ile bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Bu absorbans
degerleri gallik asit konsantrasyonlarina karsi bir grafige aktariimis ve elde edilen
verilere lineer regresyon analizi uygulanarak gallik asit standart dogrusu

olusturulmus ve bu dogruyu tanimlayan esitlige ulasiimigtir.

Ayrica literattrde polifenol ekstraksiyonu ve toplam polifenol tayini yontemleri igin
genellikle yagi alinmig orneklerle caligiimaktadir. Tez kapsaminda genellikle goz
ardi edilen yagda c¢ozlnebilecek veya ortamdan yagdin uzaklastiriimasi
islemlerinde kayba ugrayan polifenollerin de belirlenmesi amaciyla findik

orneklerinde hem yagi alinmamis ornekler hem de soxhlet ve soguk ekstraksiyon
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yontemleri ile yagdi uzaklastiriimis ornekler kullaniimistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda yagi alinmis ve alinmamis orneklerden elde edilen polifenoller
karsilastirilarak tez kapsaminda bu analiz igin kullanilacak olan 6rnek hazirlama

yontemi belirlenmigtir.

Soguk ekstraksiyon igin yaklasik 6 gr ogutulmus findik behere alinip tzerine 15
mL n-hekzan konulmus ve beherin agzi aliminyum folyo ile kapatilarak 15 dk
manyetik karistiricida karistirilmistir. Ust faz filtre edildikten sonra kalan alt faz
once 15 mL sonrada 10 mL olacak sekilde hekzan eklenerek ilk seferdeki gibi
ekstraksiyon yapilmigtir. Alinan ekstraktlardaki tum hekzan azot altinda

uzaklastiriimistir.

Genellikle toplam fenolik bilesik miktari incelenirken hesaba katillan bilesenler
ekstrakte edilebilen bilesenler olmakla birlikte ekstrakte edilemeyen fenolik
bilesenlerin de yluzdesel olarak dnemli bir yer tuttugunu belirten bazi ¢alismalar
mevcuttur. Tez kapsaminda oncelikli olarak ekstrakte edilebilen fenolik maddeler

uzerinde yogunlasiimistir.
3.2.2.5. Tokoferol Miktarinin Belirlenmesi

Tokoferol analizi i¢in gerekli olan yagin ekstraksiyonu igin soguk ekstraksiyon
yontemi kullaniimigtir. Buna gore yaklasik 6 gr ogutulmus findik behere alinip
Uzerine 15 mL n-hekzan konulmus ve beherin agzi aliminyum folyo ile kapatilarak
15 dk manyetik karistiricida kanstiriimistir. Ust faz filtre edildikten sonra kalan alt
faz dnce 15 mL sonrada 10 mL olacak sekilde hekzan eklenerek ilk seferdeki gibi
ekstraksiyon yapimigtir. Alinan ekstraktlardaki tum hekzan azot altinda

uzaklastiriimigtir.

Elde edilen yaglardaki tokoferol miktarinin belirlenmesi icin AOCS Ce 8-89 HPLC
metodu uygulanmistir [347]. Ekstrakte edilen yagdan 0,1 gr alinip mobil faz ile
1mL’ye hekzan ile tamamlanip enjeksiyon hacmi 20 pL olacak sekilde Agilent
1100 marka HPLC cihazina verilmistir. Kromatografik analiz sirasinda asagidaki

kosullar kullaniimistir:
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Kolon: Hypersil 100 (250x4,6mm, Sum)

Kolon firin sicakhgi: 25°C

Kolon akis hizi: 1,3 mL/dk

Enjeksiyon hacmi: 20 pyL

Mobil faz: Hekzan: izopropanol (% 99,5:0,5) karigimi
Floresans dedektor: AEx= 290 nm, AEm=330

Kalibrasyon grafigi a, y ve & tokoferoller i¢in gizilmis ve ekstrakte edilen yaglardaki

miktarlari belirlenmistir. Sonuglar mg/100 gr yag olarak verilmigtir.
3.2.2.6. Aflatoksin Tayini

Aflatoksinler, metanol, kloroform ve diger bircok organik c¢ozucude
¢cozunebilmektedir. Ancak sudaki ¢ézunurltkleri azdir (10-30 ug/mL). Toksinler,
UV 1s1gini (362 nm) kuvvetle absorblarlar ve aflatoksin B1 ve B2 i¢in 425 nm’de;

aflatoksin G1 ve G2 i¢in ise 450 nm’de floresan emisyonu olugtururlar.

Findiktaki aflatoksin miktarinin belirlenmesi icin AOAC 991.31 nolu immunoafinite
kolon sonrasi Kobra-cell (kolon ile dedektdr arasina takilan, bromar ile kolon ¢ikisi
tirevlendirmeyi (PCD) saglayan diizenek) ile tlrevlendirme ve floresans dedektor
kullanimina dayali HPLC metodu uygulanmistir [348]. Brominasyon, Kobra cell ile
elektrokimyasal olarak Br, Uretilerek yapilir. Bu islem aflatoksinlerin floresan
ozelliklerinin UV 1siginda daha kolay saptanmasini saglamaktadir. Kobra cell
tirevlendirme ajani olan bromUrd mobil fazdaki potasyum bromidden olusturan
elektrokimyasal bir  hdcredir.  Turevlendirme oda  sicakhdinda hizla
gerceklestirilebilmektedir. Buna gore pargalayici-karigtirici (Philips ev tipi) yardimi
ile 6gutilmus 5 gr findik 6rnegi alinmis Uzerine 25 mL metanol:su (% 70:30)
karisimi konulmus ve 1 saat boyunca 250 rpm de otomatik calkalayicida
calkalanmistir. Ekstrakt dnce kaba filtre k&dgidindan sonra da No:1 filtre kagidindan
suzulmastar. Filtrattan 7,5 mL alinip 15 mL su ile karistiriimis ve bu karisimin 15
mL’si 1-2 damla/sn sabit hizla Aflatest P* kolonundan gegirilmistir. Sonra yaklasik
2 damla/sn sabit hizla 2x10 mL su gegirilerek kolon yikanmistir. Kolondan birkag
saniye hava gegcirilip su tamamen cikarilir. Kolona 1 mL HPLC kalite metanol
eklenip yercekimi ile viale akmasi beklenmis ve viale 1 mL ultra saf su konularak
HPLC ye enjekte edilmistir (Sekil 3.2).
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Kirmizi pul biber i¢in ise  AOAC 999.07 nolu [349] metot kullanilarak aflatoksin
elisyonu gerceklestiriimigtir. Buna gore, 5 grkirmizi biber bir erlene konulmus
uzerine 1 grNaCl ve 30 mL metanol:su (% 80:20) karisimi ilave edildikten sonra
250 rpm de 1 saat calkalanmigtir. Ekstrakt dnce kaba filtre kdgidindan sonra da
Whatman No:1 filtre kdgidindan stzulmustar. Filtratin 5 mL’si alinip Uzerine 30 mL
PBS (NaCl Fosfat tampon) ilave edilerek iyice karistiriimistir. Numunenin tamami
1-2 damla/sn sabit hizla Aflatest kolonundan gecirilmistir. Kolon yaklasik 2
damla/sn sabit hizla 15 mL suyla yikanmigtir. Kolondan birka¢ saniye hava
gegirilip su tamamen c¢ikariimistir. Kolona 0,5 mL metanol aktarilip yercekimi ile
viale akmasi saglanmis ve 1 dk beklendikten sonra 0,75 mL metanol ile ayni islem
tekrarlanmigtir. Sonrasinda viale 1,75 mL su ilave edilerek toplam hacim 3 mL’ye
tamamlanarak HPLC'’ye enjekte edilmistir. HPLC’ye 100 pL enjeksiyon yapilmistir.
HPLC analizinde kullanilan kosullar ise agagidaki gibidir:

Sistem: Agilent 1100

Kolon: Hichrom ODS 2 (250x4,6mm, 5um)
Kolon firin sicakhgi: 40°C

Kolon akig hizi: 1 mL/dk

Enjeksiyon hacmi: 100 pL

Floresans dedektor: AEx= 360 nm, AEm=440 nm

Mobil faz: Su: asetonitril: metanol (6:2:2)+120mg potasyum bromur+100 uL

nitrik asit

Kalibrasyon grafigi VICAM-aflatest HPLC kitinden ¢ikan aflatoksin B1, B2, G1, G2

karisimi kullanilarak ¢izilmis ve ornekteki miktarlari belirlenmisgtir.
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Sekil 3. 2 Aflatest imminoafinite kolonu ile aflatoksin elisyonunun
gerceklestiriimesinin sematik gosterimi

Tez calismasi kapsaminda gerceklestirimis olan aflatoksin deneylerinde
toksinlerle kontamine olmus labaratuvar malzemelerinin detoksifikasyon islemi
EK21’de belirtilmistir.

3.2.3. Mikrobiyolojik Analizlerin Gergeklestiriimesi

3.2.3.1. Diigiik Basing Plazma Uygulamasi ile Gergeklestiriien On Deneme

Sonuglari

Pul biber [47] ve findik [49] &rnekleriyle daha ©nce gergeklestiriimis olan
calismalarimizda dusuk basing plazma sistemi kullaniimis olup, islem sirasinda
kullanilan gida materyalleri piyasadan rastgele secilmis ve kuf dlzeyi yuksek olan
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orneklerdir. Ayrica bu galigmalarda yuzey su aktivitesi degerleri yuksek olmayip
(aw<0,6) calismalarda sadece kuf indirgenme derecelerine bakilmigtir. Pul biber ile
gerceklestiriimis olan c¢alismada 100 W-15 dk plazma parametresinde hava
plazmasi uygulanmis pul biber érneklerinde 6 logaritmalik (% 99) bir indirgenme
elde edilmigtir [47]. Dogal kontamine findik Ornekleri ile gergeklestiriimis olan
calismada ise 100 W-30 dk oksijen plazmasi ile % 97’lik indirgenme elde edilmistir
[49].

3.2.3.2. Test Orneklerinin Baslangi¢ Mikroorganizma  Sayilarinin

Belirlenmesi

10 gr findik ve 10 gr kirmizi pul biber 6rnekleri aseptik kosullarda 90 mL % 0,1
Tween 80 igeren serum fizyolojik sivisi ile stomacher cihazinda 5 dk karistirilip
homojenize edilmistir. Buradan alinan numuneden gerekli dilisyonlar yapilarak
bakteriler (TAMB) icin BHI; kufler icin ise YGC agar besiyerine dokme plak
yontemi ile ekim yapilarak sirasiyla 37 ve 28°C’de inklbe edilmistir. Bakteriler icin

24 saat kifler icin ise 5-7 gun inklibasyon sonrasi sayimlar alinmistir.
3.2.3.3. On-Dekontaminasyon isleminin Gergeklestirilmesi

Findik orneklerine kontrollu olarak spor ekimi yapilacagi icin findik yuzeyleri 6n
dekontaminasyon islemine tabi tutulmustur. Camasir sularinin aktif maddesi olan
sodyum  hipoklorit 6n  dekontaminasyon amaciyla birgcok ¢alismada
kullaniimaktadir. Fakat bu etken maddenin ylizeyde yaratabilecegi korozif etkive
neden olabilecegi oksidatif etkilergdz 6nune alindigindan, bu madde yerine alkol
¢Ozeltilerinin  kullanilmasina karar verilmigtir. Literatirde yer alanpek ¢ok
arastirmada, kuru gidalarin ytzeyleri su ile yikama yapildiktan sonra % 70’lik alkol
uygulamasi ile tamamen dekontamine edilmektedir. Basaran ve ark. [45] ise %
95'lik alkol ¢ozeltisi kullanarak findik ylzeylerinin 6n dekontaminasyonunu
sagladiklarini bildirmistir. Tez kapsaminda, iki farkli konsantrasyonda alkol (% 70

ve % 96) ¢ozeltisi kullaniimistir.

Pul biber ornekleri ise ticari olarak gama sterilizasyonuna tabi tutulan ornekler
olduklarindan baslangi¢ mikroorganizma sayisi “sifir’ kabul edilmis ve 6n

dekontaminasyon iglemine tabi tutulmamisgtir.
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3.2.3.4. Gida Orneklerinde Maksimum Kiif Olusumunun Saglandigi Su

Aktivitesi Degerinin Tespit Edilmesi

Tez kapsaminda gercgeklestirilen dekontaminasyon igleminin uygun kosullarin
belirlenmesi amaciyla literaturde bu konuda kullanilan deney prosedurleri ayri ayri
izlenmig, uygulama etkinlikleri ve surekliligi acisindan en uygun prosedur tespit
edilmeye calisilmistir. Tezin giris kisminda kuflerin su aktivitesi ve sicaklik
parametrelerinde gelisme ve aflatoksin Gretme araliklari hakkinda bilgi verilmigtir.
Bu bilgiler 1s13inda deneyler kapsaminda ¢alisilacak olan su aktivitesi araligi 0,70-
0,99 ve sicaklik araligi 25-30°C (=28°C) olarak belirlenmigtir.

3.2.3.5. Orneklerin Belirlenen Denge Nem Degerine Getirilmesi

Dekontaminasyon ve detoksifikasyon isleminin etkinligi ortamda gelisen kuf
sayisina baglh oldugu igin dncelikle findik ve pul biber érneklerinin istenilen denge
nem icerigine getirilmesi gerekmektedir. Sekil 3.3’te belirtilen deney duzeneginde
Cizelge 3.2’de verilen tuz c¢ozeltilerinin varliginda yeterli sirede tutulmus olan
findik ve pul biberlerin su aktivite degerleri belirlenmistir. Bu su aktivite
degerlerinde ylzeye inoklle edilerek, Aspergillus sporlarinin maksimum gelistigi
ve aflatoksin Uretebildigi a, degeri belirleniimeye calisilmistir. Orneklerin
cevresinde, istenilen bagdil nemi ve buna bagh olarak su aktivitesi (ay) degerini
saglamak icin doygun tuz cozeltilerinden yararlanilmistir. Bu amagla 0,70-0,99
arasindaki su aktivitesi degerlerine ulasmak icin Cizelge 3.2°de verilen doygun tuz
cozeltilerinden yararlanilimistir. Orneklerin sabit denge nemine ulagmalarini
saglamak icin 6zel bir duzenek kullanilmigtir (Sekil 3.3). Bu duzenek, agzi hava
almayacak sekilde sikica kapanabilen lastik contali 1 L’lik cam kavanoz ile
camdan yapilmis bir statif ile bu statif Gzerine konulan 25 mL’lik agzi tirash ve
kapagi sikica kapanabilen cam 6rnek kabindan olusmustur. Cizelge 3.2’de verilen
tuz ve su miktarlari dikkate alinarak, kavanozlarin 1/4’GnU dolduracak sekilde
onceden hesaplanan miktarlarda tuz ve damitik su dogrudan kavanozlarin igine

alinmistir.
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Sekil 3. 3 Orneklerin denge nem degerlerinin ayarlanmasinda kullanilan sistemin
sematik goruntusu

Ornekler (10 gr) cam statif tizerine yerlestirildikten sonra kavanozlarin agzi sikica
kapatiimigtir. Daha sonra, igcinde 6rnek ve tuz g¢ozeltisinin bulundugu kavanozlar,
sicakhgr 28°C’deki etuvde (Memmert 854 Schwabach W, Type 540,187 Almanya)

konularak orneklerin denge nemine erismesi beklenmistir.

Cizelge 3. 2 Tuz c¢ozeltilerinin hazirlanmasinda kullanilan tuz ve destile su
miktarlari

Suda ¢oziiniirliik (gram

Doygun tuz ¢ozeltisi a, (25-30 C verileri) tuz/100 mL soliisyon)
NacCl 0,750 35,00
KCI 0,840 35,00
NacCl 0,946 9,34
K,SO, 0,970 12,00
NaCl 0,974 4,67

3.2.3.6. Spor Siispansiyonunun Elde Edilmesi ve Orneklere inokiilasyonu

Yatik agardan alinan kulttrlerden ¢ nokta ekimi yapilmistir. 28+1°C’de 5-7 gin
inkiibe edilen kufler mikroskobik olarak incelenerek spor-hif olusumliari
gOzlenmigstir. Bu kuflerin yuzeylerinde bulunan kuf sporlarinin ortamdan izole
edilmesi amaciyla petri yuzeylerine 20 mL % 0,1 Tween 80 i¢ceren serum fizyolojik
sivisi dokilmus ve steril bir cam baget ile hafifce karistinimistir. Tween 80
¢Ozeltisinin kullaniimasinin sebebi Aspergillus cinsi kuflerin ylzey o6zelliklerinin
hayli hidrofobik olmasidir. Kullanilan surfektan ytzey gerilimini dugurerek sporlarin

yluzeyden daha kolay alinmasini saglamaktadir.
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Petrikkou ve ark. [350] ve Aberkane ve ark. [351] 11 ym gbdzenek gapina sahip
membranlarin  hif-spor suspansiyonundan sporlarin ayrilmasini  sagladigini
belirtmislerdir. Bu ayrimi etkili bir bicimde saglamak amaciyla 11 ym gozenek
¢apinda olan Whatman No:1 filtre kagidi kullaniimigtir. Stzintindn altinda kalan
spor suspansiyonunun konsantrasyonu mikroskobik (Thoma lami ile) ve kulturel
olarak (YGC agara inokule edilerek) belirlenmigtir. Spor stispansiyonlari ortamdaki
hif yodunlugu yéninden Thoma laminda incelenerek ortamdaki hif yogunlugu %
5’in Ustinde olmayan slUspansiyonlari ¢alisma kapsaminda kullaniimistir. Ortamda
hif yogunlugu yuksek olan soltsyonlar tekrar Whatman No: 1 filtreden gegirilmistir.
Bu islemler sonucu ortamda hala hif kalmakta ise solUsyon bir tupe aktarilarak
2000 rpm de santifrlij edilerek spor solisyonu saf hale getirilmistir. Spor sayisi
spor/mL olarak belirlenmis olup her sonu¢ en az 3 sayimin ortalamasi seklinde
verilmigtir. Bu yodntemden elde edilen spor suspansiyonu +4°C’de muhafaza

edilmigtir.

Orneklerin spor soliisyonlari ile kontaminasyonu iglemleri icin 2 farkli yontem
tasarlanmis ve kullaniimigtir. Bu yontemlerin ¢alisma planlari asagida detayli

sekilde verilmistir.

Yontem |: Elde edilen stok spor solusyon c¢ozeltisinden gida yuzeylerine
absorblanan spor sayisinin tespit edilmesi igin 10 gr érnek erlene aktariimistir.
Uzerine 5 mL spor sollisyonu ilave edilmistir (5 dk calkalanmistir). Spor sollisyonu
ve ornekler bagka bir steril kaba aktariimistir. 90 mL % 0,1’lik Tween 80 ¢ozeltisi
orneklerin bulundugu kaba dokulerek 1 dk calkalanmistir. Gerekli dilusyonlar
yapildiktan sonra ylzeye yayma yontemi ile kulturel ve Thoma lami ile mikroskobik

sayimlar gergeklestirilmigtir.

Yontem Il: 3 nokta ekim yapilarak (Sekil 3.4) 5-7 gln bekletilmis olan kulttrlerin
yuzeylerine 10 gr Ornek konulmustur. Kuf sporlarinin 6rnek yuzeylerine
tutunmasini saglamak amaciyla 10 dk boyunca laminar flow kabini icerisinde
aseptik ortamda karigtiriimigtir. Yuzeyi kontamine edilmis 6rnekler steril bir erlene
aktarilarak Uzerine 90 mL % 0,1'lik Tween 80 c¢ozeltisinden konularak 5 dk

calkalanmigtir.

Pul biber drnekleri ise kullanilan cam yluzeye yapisma egilimi gosterdikleri ve iglem

etkinligini olumsuz etkiledikleri igin kontamine edilmis pul biber ornekleri direkt
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olarak filtreli stomacher posetine aktariimis ve Gzerine 90 mL % 0,1’lik Tween 80
¢cozeltisinden konularak 250 rpm’de 2 dk cgalkalanmigtir. Buradan gerekli ekimler
yapidiktan sonra YGC agar ylzeylerine ylzeye yayma yontemiyle tekrar ekimler
yapimigtir. Ayrica Thoma lami kullanilarak mikroskobik sayim da yapilarak sayim

sonuglari karsilastirilmigtir.

Sekil 3. 4 Ug nokta ekim yapilmig besiyerleri a) A. flavus ve b) A. paraciticus

Kullanilan iki yontem, en ¢ok spor kontaminasyonunun saglandigi metodu
bulmaya yonelik olup, toksin Uretimini gida yluzeyinde saglamak amaciyla ornekler

5 gunlik inkibasyon sonrasi 2 gun 28°C’lik etivde bekletilmigtir.

3.2.3.7. Kiif ile Kontamine Edilmis Olan Test Orneklerinde Dogal Aflatoksin

Olusum Limitlerinin Belirlenmesi

Steril gida érnekleri (findik, pul biber) daha énceden ¢ nokta ekim yéntemiyle 4-5
gun inktube edilmis farkli kuf sporlariyla inokule edilerek 6rneklerde aflatoksin
olusumunun saglanmasi icin 2 giin daha inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonrasinda orneklerde bulunan aflatoksin miktarlari tespit edilmis olup her iki kuf
cinsi icin farkh gidalarda olusturabilecekleri aflatoksin araliklari belirlenmistir.
HPLC analizi ile elde edilen sonuglara gore tez kapsaminda yapilan plazma ve
Isinlama islemlerinin aflatoksin degradasyonu ve sitotoksisitesi Uzerine etkilerinin
belirlenmesi sirasinda kullanilan aflatoksin konsantrasyonlarinin belirlenmesinde

kullaniimistir.
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3.2.3.7.1. Findik Orneklerinde Kiif Suslarinin Meydana Getirdigi
Aflatoksinlerin Ekstraksiyonu

Petri kaplarinin igerisinde bulunan kontamine olmus 10 gr findik érnedi laminar
flow igerisinde filtreli stomacher torbasina alinmistir. Ornekler yliksek su aktivitesi
degerlerine sahip olduklari i¢in kolayca ezilebilmektedirler. Bu nedenle numuneler
el yardimi ile pargalandiktan sonra torba icerisine 50 mL 70:30 metanol:su (v/v)
cOzeltisi konularak 250 rpm’de 1 saat ¢alkalanarak érneklerde bulunan aflatoksinin
cozeltiye gecmesi saglanmistir. Ust faz Whatman 934 nolu filtre kagidindan
suzullerek erlende toplanmigtir. Stzuntu sporlarin da uzaklastiriimasi amaciyla 0,2
mikronluk bir filtreden daha stzulmustar. Buradan 7,5 mL alinip, Gzerine 15 mL su
konulmustur. Daha sonra findiktaki aflatoksin ekstraksiyon iglemi Bolim 3.2.2.6’

da belirtildigi gibi uygulanmstir.

3.2.3.7.2. Pul Biber Orneklerinde Kiif Suslarinin Meydana Getirdigi
Toksinlerin Ekstraksiyon Prosesi

Petri kaplarinin igcerisinde bulunan kontamine olmus 10 gr pul biber 6rnegi laminar
flow igerisinde filtreli stomacher torbasina alinmistir. icerisine 2 gr NaCl ve 60 mL
80:20 metanol:su (v/v) ¢Ozeltisi konularak 250 rpm’de 1 saat calkalanarak
drneklerde bulunan aflatoksinin ¢dzeltiye gecmesi saglanmistir. Ust faz erlene
toplanarak Whatman 934 nolu filtre kagidindan stztlmustir. Stzunta sporlarin da
uzaklastirimasi amaciyla 0,2 mikronluk bir filtreden daha sitztlmuUstir. Buradan 5
mL alinip, Uzerine 30 mL PBS konulmustur. Daha sonra pul biberdeki aflatoksin

ekstraksiyon iglemi Bolum 3.2.2.6° da belirtildigi gibi uygulanmigtir.
3.2.3.8. Aflatoksin ile Kontamine Edilmis Orneklere Plazma Uygulanmasi

Test suslarinin findik ve pul biber 6rneklerinde olusturmus olduklari aflatoksin
miktarlarinin sabit olmamasi ve sadece toksin hedefli gergeklestirilen kisimlarda
ortamda bulunan sporlarin ekstra kontaminasyon gibi sikintilara neden
olabileceginden o&rnek yuzeylerine saf aflatoksin karisgimlari disaridan ilave
edilmistir. AFB1 (3 ppb) ve TopAF (6 ppb) c¢ozeltileri yapay kontaminasyon
isleminin gerceklestirimesi amaciyla hazirlanmigtir. 5’er gramlik orneklere stok
toksin standartlarindan eklenmis ve orneklere toksin ¢ozeltilerinin diffizlenmesi ve
metanolin uzaklagsmasi igin drnekler ¢ceker ocak altinda bir gece bekletilmistir.

Daha sonra ornekler plazma iglemine tabi tutulmustur.
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3.2.3.9. Plazma Uygulamasinin Saf Aflatoksin Gézeltileri Uzerine Etkisinin

Belirlenmesi

Gidalar, kompleks bir yapiya sahip olduklari igin ihtiva ettikleri mikroorganizma ve
toksinler homojen olarak dagilm gostermemektedir. Bu sebeple plazma
uygulamasinin aflatoksinler Gzerine etkisini arastirmak icin aflatoksinlerin metanol
icerisinde ¢ozeltileri hazirlanmig ve plazma iglemine tabi tutulmustur. Kullanilan kaf
suslari en ¢ok AFB1 ve az miktarda da AFB2 Uretmekte ve AFG1 ile AFG2
uretmemektedir. Aflatoksin ¢ozeltileri hazirlanirken AFB1 ve toplam aflatoksin
(TopAF yani AFB1+AFB2) c¢ozeltileri hazirlanmistir. Toplam aflatoksin ¢ozeltileri
hazirlanirken AFB1/AFB2 orani belirlenirken, gida orneklerine kuf suslari inokule
edildikten sonra bu suslarin Gretmis olduklari aflatoksinlerin miktarlari dikkate
alinmistir. Buna goére toplam aflatoksin ¢ozeltisi, icerisinde % 97 AFB1 ve % 3
AFB2 olacak sekilde hazirlanmistir. Farkli konsantrasyonlarda (1-2-5-10-50-100-
300-500-1000 ppb) AFB1 ve TopAF c¢ozeltileri HPLC viallerine hazirlanmis ve
aflatoksin c¢ozeltileri metanolde hazirlandigi icin vialler Uzerine Argon gazi
puskurtilerek metanolin hizla uzaklagsmasi saglanmistir. Her bir konsantrasyon
icin en az iki (n=2) 6érnek hazirlanmigtir. Aflatoksinler diguk basin¢ ve atmosferik
plazma icin dekontaminasyon sonuglarina gore belirlenen optimum kosullarda ve
gamma isinlamasi igin ise 10 KGy ve 10 dk kosullarindaisleme tabi tutulmustur.
Plazma sonrasi viallerde kalan 6rneklerdeki aflatoksinin ¢ézinmesi icin viallere
200 pyL metanol:su (1:1 v/v) karisimi eklenmigtir. Aflatoksinin tamamen ¢ézinmesi
amaciyla vialler iyice karistiriimistir ve Bolim 3.2.2.6’da belirtildigi gibi HPLC de

analiz edilmistir.

Sekil 3.5’te duslk basing plazma sisteminde degradasyon islemine tabi tutulan
aflatoksin ¢ozeltileri gorulmektedir. Atmosferik basing plazmasi uygulanirken de
ayni vial tutucu tabla tarama alani igine yerlestiriimis ve istenilen dongu sayisi

kadar tablanin Uzerinden gegmesi saglanmigtir.
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Sekil 3. 5 Aflatoksin ¢dzeltilerine disuk basing plazma uygulamasi
3.2.4. Plazma Dekontaminasyon islemi

Plazma dekontaminasyon islemi gerceklestirilirken oncelikle deney kapsaminda
kullanilacak olan plazma cihazlarinin  spesifikasyonlari g6z o6nunde
bulundurulmustur. Bunun baslica sebebi plazma sistemlerinin bazi sinirlamalarinin
ve dezavantajlarinin bulunmasidir. Belirlenen sistem parametrelerine gore sistem
dengeye getirildikten sonra kuf ile kontamine olmus test 6rnekleri plazma islemine

tabi tutulmustur.
3.2.4.1. Dusuk Basing Plazma Sistemi

Findik ve pul biber ornekleri ile yapilan c¢aligmalarda dogal olarak kontamine
olmus oOrneklerde gergeklestirilen denemeler sonucunda % 90’'In Uzerinde bir
mikrobiyal azalma meydana geldigi saptanmistir [47,49]. Tez kapsaminda yapay
olarak kuf sporlariyla kontamine edilmis Ornekler kullanilarak sonuglar bu
calismayla karsilastirmali olarak tartisilmistir. Sekil 3.6’da tez kapsaminda

kullanilan duguk basing plazma sistem aparatlari verilmistir.

104



Gig Mt i
Elektrodu Monomer ‘ |&|
Tanki
Termostat
igne
Vana
el Matching
== Network @_ R.F.J.
Giig
Olger

Déner Tambur J__
Gida Toprak —

Sistemi
srem! Ornelderi Elektrodu

Vakum

pompasi

Sekil 3. 6 Dusuk basingli plazma sisteminin sematik gérinimu

Doéner tambur, y1§in halindeki gidalara plazma uygulanmasini saglamaktadir (Sekil
3.7). Materyali calkalamak ve dondurmek bltin ylzeye plazmanin homojen

uygulama yapilmasina imkan vermektedir.
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Doner tambur £
sistemi <---{ -

Sekil 3. 7 Déner tambur sisteminin sematik gériniamda
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3.2.4.2. Atmosferik Basing Plazma Sistemi

Tez kapsaminda kullaniimis olan plazma cihazi, Plasmatreat GmbH (Almanya)
tarafindan Uretilen, AS400 markali, x-y dizleminde hareket kabiliyetine sahip bir
cihazdir (Sekil 3.8). Patentli rotasyon prensibi plazma etkisini islenecek
malzemeler Uzerine homojen olarak dagitir. Bu iglem sirasinda yuzey Uzerinden
bircok kez kisa sureli, darbe benzeri hareketlerle gecilir, bu da etkili ve ayni

zamanda 1si girisinin duguk oldugu bir islem geklidir.

| .
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Dielektrik materyal
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= = > Yiksek voltaj
elektrot
Doéner sistemli
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I S yiizey vs.)

Sekil 3. 8 Atmosferik basingli plazma sisteminin sematik gosterimi

Sisteme beslenilen gaz 6ncelikle girdap olusturucudan gecgerek havanin plazma
probunda homojen olarak dolasmasi saglanmaktadir. Girdap olusturucudan ¢ikan
gaz yuksek voltaj gerilimi saglayan jeneratoérden verilen eneriji ile plazma fazina
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gegirilerek probun ug¢ kismina dogru ilerlemektedir. Prob icinde olusan plazmanin
sicakhgdi termal hassasiyete sahip Urunler igin problem olusturmaktadir. Bu
sebeple plazma probunun ucuna takilmis olan RD1004 doner plazma nozull
sayesinde olusan plazma fazi homojen olarak dagitiimaktadir. Bu sistem hem
probun ucundan ¢ikan plazmanin sicakhginin dusuk olmasini saglamakta hem de
aktif plazma tirlerinin daha genig bir ylzeye yayilimini saglayarak uygulama

yuzey alanini artirmaktadir.

Tez kapsaminda kullanilan disuk ve atmosferik basing plazma sistemlerinin
spesifikasyonlari ve g¢alismalarimiz sirasinda kullandigimiz plazma parametreleri

Cizelge 3.3.’te detayli olarak verilmistir.

Cizelge 3. 3 Tez kapsaminda kullanilan plazma sistemlerinin 6zellikleri

AT AR TR ELE Cihaz calisma Tezde galisiimis olan
araliklan parametreler
Referans voltaj (%) 40-100 40-60-80-100
Plazma frekansi (kHz) 15-25 16-20-25
g Plazma devir suresi (%) 1-100 100
g Plazma jet hizi (m/dk) 1-100 50-60-70-80-90-100
= Tarama araligi (mm) 1-250 3-5
% Gaz akis hizi (L/s) 100-5000 3000-4000-5000
g iyonlastirma gazlari Hava, azot, oksijen Hava, azot
Plazma jeti ile 6rnek 0-7 5-7
arasindaki mesafe (cm)
Plasma glici (W) 0-100 W 25-75-100
Plazma frekansi 40 kHz (LF) veya 13,56 MHz
(Low (kHz)-Radio (MHz) 13,56 MHz (RF)
Q frequency)
E Kabin basinci (mbar) 0,1-0,4 0,25
%:,, iyonlastirma gazlar Hava, azot, oksijen Hava, azot, oksijen
g Glg elektrotu ile 6rnek 0-15 10 (sabit)
E arasindaki mesafe (cm)
;E’“ Homojen uygulama
saglayan doner Evet/Hayir Evet (sabit)
tambur sistemi (0,5
m/dk)
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3.2.4.3. Sicaklik Olgiimlerinin Gergeklestirilmesi

Sicaklik olgumleri TFA ScanTemp 410 marka kizilotesi termometre ile
gergeklestiriimis olup, Orneklerin yiizey sicaklik degerlerinin 50°C’nin (izerine
clkmamasi saglanmaya calisiimistir. Atmosferik plazma sisteminde sicaklik
Olcimleri kolayca alinabilmistir. Fakat dusuk basing plazma sistemi kapali bir
sistem oldugu ve sisteme ait kapagin kizilotesi isinlari engellemesinden dolayi

sicaklik olgumu konusunda sorun yasanmistir.
3.2.5. Isinlama islemi

Tez kapsaminda kullanilan iki plazma sisteminin gidalar Uzerindeki
dekontaminasyon ve detoksifikasyon etkinligi, literatirde soduk sterilizasyon diye
tabir edilen gama isinlamasi ile karsilastiriimistir. Gama isinlamasinin gida
Uzerindeki fiziksel, kimyasal ve sitotoksik etkileri arastiriimis ve elde edilen

sonuglar plazma yontemiyle karsilagtirmali olarak tartisiimistir.

Isinlama igin paketlenmis findik ve kirmizi pul biber &rnekleri, aflatoksin ile
kontamine edilmis findik ve kirmizi pul biber érnekleri (3 ppb B1 ve 6 ppb toplam
aflatoksin) ve kapali HPLC viallerinde hazirlanmigs farkh konsantrasyonlardaki (1-2-
5-10-50-100-300-500-1000 ppb) AFB1 ve TopAF c¢ozeltileri (sitotoksisite testleri ve

HPLC’de kantitatif olarak par¢calanmanin saptanmasi igin) kullanilimistir.

Isinlama deneyleri Saraykdy Nukleer Arastirma ve Egitim Merkezinde (SANAEM)
Kobalt-60 gama kaynagi kullanilarak oda sicakliginda gerceklestiriimistir.
Orneklerin 1sinlanmasi sirasinda rutin dozimetre olarak radiochromic film (Harwell
Gammachrome YR, Batch:64), kullaniimis ve absorbans degerleri UV-4 ATI-
UNICAM marka spektrofotometre kullanilarak (Fricke centerline determination as

the Standard) belirlenmistir. Orneklere ortalama 10 kGy doz uygulanmistir.
3.2.6. Sitotoksisite Testi

Sitotoksisite testleri iki asamada gerceklestiriimistir. ik asamada belirli
konsantrasyonlardaki AFB1 ve TopAF c¢ozeltilerinin hicre canliigi Gzerindeki
etkilerinin incelenmesi amaciyla hucrelere floresan boyama yapilmistir. Daha
sonrasinda saf aflatoksin ¢ozeltileri ve farkh iglemlere (plazma ve i1ginlama islemi)

tabi tutulmus aflatoksin ¢ozeltileri bu hicrelerle muamele edilerek hicre canhlig
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4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) testi ile test

edilmigtir.
3.2.6.1. MTT Testi

MTT, bir gesit tetrazolyum tuzudur. Mossman [329]'a gore MTT yontemi, canl
hucrelerde mitokondriye bagli bir reaksiyon ile tetrazolyum tlrevinin suda
¢ozunmeyen formazan kristallerine donusmesi ile agiga c¢ikan renk yogunluguna
gore canlihdin belirlenmesidir. Formazan kristalleri 570 nm’de 1s1§1 absorbe
etmektedirler. Agiga cikan renk yogunlugu ile huacre canlihigi arasinda dogru bir

oranti bulunmaktadir.

Aflatoksin orneklerinin L929 fare fibroblast hicreleri Uzerindeki sitotoksik etkisini
incelemek Uzere MTT analizi yapilmistir. MTT analizi icin P/35’te bulunan L929
fare fibroblast hiicreleri 6ncelikle baslangic hiicre sayisi 5x10* hiicre/mL olacak
sekilde 96 kuyucuklu kultir kaplarina ekilerek 24 saat hulcrelerin tutunmasi
beklenmistir. 24. saat sonrasinda, baslangic hiicre sayilari 5x10* hiicre/mL olarak
ayarlanmis olup saf aflatoksin standartlari ve plazma degradasyon urlnlerine ait
cOzeltileri farkli zaman araliklarinda (0-24-48-72 saat) L929 hicreleri ile inkiibe

edilmigtir.

Sitotoksisite  testlerinin  gerceklestiriimesi isleminde kullanilan  aflatoksin
¢ozeltilerinin hazirlanmasi Bolum 3.2.3.9°da belirtiimig olup herbir konsantrasyon
icin (n=6) olacak sekilde paralelli galisiimis olup aflatoksinler daha 6nceden
belirlenen optimum plazma parametrelerine tabi tutulmustur. Plazma sonrasi
viallerde kalan orneklerdeki aflatoksin ¢dzeltilerinin alinmasi amaciyla viallere %
10 FBS (Fetal bovine serum) igeren Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
cOzeltisi eklenmigtir.  Aflatoksinin tamamen % 10 FBS’li DMEM c¢ozeltisine
gecmesi amaciyla vialler 5 dk ultrasonik su banyosuna konulmus ve buradan
alinan cozeltiler sitotoksisite deneylerinde kullaniimak UGzere 96 kuyulu kaltlr
kaplarina her gozde 200 pL olacak sekilde aktariimistir (Sekil 3.9). Sitotoksisite
testleri gergeklestirilirken kullanilan aflatoksin g¢ozeltilerinin orani da kif suslari
inokule edildikten sonra bu suslarin tretmis olduklari aflatoksinlerin orani dikkate
alinarak belirlenmigtir (bkz. Bolim 3.2.3.7).
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Hiicre sayimi
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Sekil 3. 9 MTT testi prosedurinun sematize gosterimi

Kullanilan MTT deney prosediru asagidaki gibidir (Sekil 3.9):

250 mg MTT (Applichem, Germany) 50 mL PBS icginde ¢ozilerek stok MTT (5
mg/mL) hazirlandi. GCézilen MTT solisyonu, 0,2 um’lik filtreden gecirilerek
safsizliklar uzaklastirilmigtir. Herbir kuyu i¢in 1:10 oraninda MTT/serumsuz
besi ortami (DMEM) olacak sekilde MTT ¢oézeltisi hazirlanmistir.

Hucrelerin Uzerindeki kultir ortami uzaklastiriimistir.

Deneylerde herhangi bir toksin eklenmeyen % 10 FBS’li DMEM kultar kosgullari
kontrol gurubu olarak kullaniimigtir. 96 kuyucuklu kultar plaklarina ekilen ve
farkh toksinlerin (AFB1 ve TopAF) farkh konsantrasyonlariyla (1-2-5-10-50-100-
300-500-1000 ppb) karsilastinilan kultirlere hedeflenen inkibasyon stresinin
sonunda her bir kuyuya pL 200 MTT/ besi ortami ¢ozeltisinden eklenmistir.
Kaltar plaklari aluminyum folyo ile sarilarak % 5 CO’li nemli hava igeren
inkiibatorde 37°C ‘de 4 saat slreyle tutulmustur.

4 saat inkibasyon sonunda reaksiyonu durdurmak ve olusan formazan
kristallerinin gortnur hale getirmek igin 100 L izopropil alkol eklenmistir.

Kaltur plagi ELISA plak okuyucusuna (Biochrom, EZ Read 400, Cambridge)

konularak absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda okutulmustur.
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* Uygulanan aflatoksin konsantrasyonlarinin kontroldeki hiicrelere gore yuzde ne

kadar hucre 6lumine neden asagidaki formdl ile hesaplanmigtir.

Hucre canliigi (%)= (Test gurubunun optik yogunlugu)/(Kontrol gurubunun optik

yogunlugu)x100

Sitotoksite (%)= (Deneysel deger-kontrol ornek degeri)/(Kontrol Ornek
degeri)x100

3.2.6.2. Floresan Mikroskobu Altinda L929 Fare Fibroblast Hiicrelerindeki

Apoptozun Degerlendirilmesi

Floresan mikroskop, akridin turuncusu boyasinin 6zelliklerini ortaya ¢ikarmaktadir.
Akridin turuncusu iki tip nukleik asit igin spesifiktir. Cekirdekteki deoksiribonukleik
asit (DNA) ile yesil floresan verirken, sitoplazmadaki ribonikleik asit (RNA) ile,
mevcut RNA miktarina goére kahverengi, kirmizi-kahve ve turuncu/parlak kirmizi
floresan verebilmektedir. Bu spesifik histokimyasal reaksiyon, hicrede protein
senteziyle ilgili olan ribonukleik asitten kaynaklanir. Bélunmeyen veya nadiren
boélinen hucreler (az miktarda RNA iceren) yesilden kahverengine floresan
vermektedir. HUcre yenilenmesi gibi bir durumda bolunen hucreler orta seviyede
RNA icerir ve kirmizi-kahverengi floresan verir. Malign hucreler gibi ¢ok sik
bolinen ve fazla miktarda RNA iceren hucreler ise turuncudan parlak kirmiziya
floresan verir [353,354].

3.2.7. Plazma lislemi Sonrasi Aspergillus Kiif Sporlarinin Morfolojilerinde

Meydana Gelen Degisimlerin SEM ile Belirlenmesi

Ug nokta ekim yapilmig petrilerden spor soliisyonlari 0,2 um filtre ile filtre edilerek
alinmistir (Bélim 3.2.3.6-Yéntem 1). islem gérmemis ve plazma uygulanmis spor
solusyonlari kargilastirmali olarak incelenerek plazmanin sporlar tzerindeki etkisi
belirlenmistir. Buna gore spor solisyonundan 4 mL alinarak atmosferik ve dusik
basing plazma uygulamalarina tabi tutulmustur. Atmosferik plazma islemi spor
solisyonunda herhangi bir sivi kaybina neden olmamaktadir. Bununla birlikte
dusuk basing plazma sistemi ile muamele edilmis Orneklerdeki su, uygulanan
vakum ile uzaklastigi igin plazma islemi sonrasi sporlar, steril serum fizyolojik

sivisi ile sispansiyon haline getirilmigtir [355].
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3.2.7.1. Hiicrelerin SEM Analizi Oncesi Fiksasyon Asamasi

+ Birincil Fiksasyon: Plazma uygulamalarindan sonra spor suspansiyonlarindan
eppendorf tlplerine 1mL alinarak 1000 rpm’de 1’er dk santifrlj edilmigtir.
Ustteki sivi kisim atilip Gizerine 1 mL % 2,5 gluteraldehit eklenmis ve bir gece
4°C’de bekletilmistir.

* Yikama: Gluteraldehit ile fikse edilmis sporlar 1000 rpm’de birer dk santifryj
edilmistir. Sonrasinda 1 mL PBS (fosfat tampon c¢ozeltisi) ile yikanip 1000
rom’de birer dk santifriij edilmistir.

« Ikincil Fiksasyon: 0,1 M PBS icinde hazirlanan % 1’lik osmiyum tetroksit
¢Ozeltisinde 30 dk bekletildikten sonra 1000 rpm’de 1’er dk santifrij edilmistir.

* Yikama: 0,1 M PBS c¢ozeltisinde 10’ar dk bekletilerek 1000 rpm’de 1’er dk
santifrlj edilmistir. Bu islem 3 kere tekrar edilmistir. Sonrasinda su ile 10’ar dk

iki kere yikama yapilarak santifrdj islemi tekrar edilmigtir.
3.2.7.2. Hucrelerin Dehidratasyon Asamasi

Fikse edilen hlcreler % 30-40-50-60-70-80-90-100’lUk etanol ¢ozeltileriyle 15’er dk
bekletilip her islem sonrasi 1000 rpm’de birer dk santifriij edilmistir. Sonra 1 mL %
100’lbk etanol ¢ozeltisi ile 10 dk muamele edilmistir. Bu islem 3 kere tekrarlanmis

olup son alkol igindeki spor sispansiyonu 4°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.7.3. Kaplama Asamasi

Kaplama islemi oncesinde alkol igerisindeki spor suspansiyonundan 10 pL
alinarak bakir yuzeye inokule edilmigtir ve kurumaya birakilmistir. Sporlarin
goOruntilenebilmesi ve orneklerin bozulmalara kargi korunmasi igin ornekler
elektron yansitici/elektron saptirici bir madde olan altin-paladium ile kaplanmistir.
Kaplama sonrasi ornekler SEM (FEI QUANTA-400 FEG, Tokyo, Japonya)

cihaziyla detayl olarak incelenmistir.

Ornek ylizeylerinin kaplanmasi ve SEM gorintilerinin elde ediimesi ODTU

Merkezi Labaratuvari’nda (Ankara) gerceklestirilmistir.
3.2.8. Istatistiksel Yontem

istatistiksel degerlendirme tek yénli ANOVA ile SPSS 22.0 programi kullanilarak
yapiimistir. istatistiksel olarak anlamli farklar Scheffe testi kullanilarak a:0.05

dizeyi icin belirlenmistir. Gruplar arasi farkin oldugu durumda, farklligin hangi
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gruptan kaynakli oldugunu tespit eden istatistik post-hoc olarak bilinmektedir.
Calisma kapsaminda Scheffe testi uygulanmasinin temel sebebi, bu testin gruplar
arasinda mumkun olan buatin dogrusal kombinasyonlarin kargilastirmasina olanak
saglamasidir. Ayrica, diger testlere gore en esnek ve a hata payini kontrol altinda
tutabilen ve gruplardaki gozlem sayilarinin esit olmasi varsayimini dikkate
almayan bir post hoc turudur [356]. Tez kapsaminda her bir 6rnek ve her bir
ugulanan iglemin tekrar sayisinin esit olmamasi Scheffe testinin kullaniimasini

uygun kilmaktadir.
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4. SONUC VE YORUM

4.1. Findik Ve Pul Biber Orneklerinde Gergeklestirilen Mikrobiyolojik Analiz

Sonuglari

4.1.1. Plazma islemi Oncesi Gergeklestirilen On Dekontaminasyon islemi

Sonuglari

Pul biberlere 6n dekontaminasyon igin alkol uygulamasi yapildiginda alkollin
etkisiyle ornekler yapisal olarak bozulmaktadir. Yapilan mikrobiyolojik analizlerde
pul biber orneklerinde herhangi bir fungal yuk tespit edilmemigtir. Dolayisiyla 6n
dekontaminasyon iglemi sadece findik 6rneklerine yapilmistir. Findik drneklerine
ait on dekontaminasyon sonucglari ve orneklerden mikroorganizmalarin geri
kazanimlarina ait sonuclar Cizelge 4.1’de verilmistir. Baslangic mikroorganizma
sayllarina ait degerler firmadan elde edilen verilere yakin degerler bulunmus
olunup kontrol mikroorganizma sayisi olarak bu deger kullaniimigtir.

Cizelge 4. 1 Findik orneklerinde gergeklestirilen geri kazanim ve 0n
dekontaminasyon sonuglari

Yéntem TAMB sayisi Toplam kiif-maya sayisi
(kob/g) (kob/gr)
Tedarikci firma sonuglari 9100 2000
Yizey yikama 540+35 200426
200 rpm 5 dk (stomacher) 3500+150 1000+100
200 rpm 15 sn % 0,1 Tween 80’li
95004100 2500+£100
(stomacher)
% 96 EtOH 5 dk galkalama 400150 4+1
% 70 EtOH 5 dk calkalama 01 01

n=6

Cizelge 4.1’den gorllecegi uzere stomacher cihaziyla homojenizasyon sonrasi
yapilan seri dilusyonlardan elde edilen sonuglarda degisiklik gozlenmigtir.
Firmadan temin edilen findiklar 250 gramlik vakum paketler halinde paketlenmis
olup timdnin homojen olmasi beklenemez. Sadece su kullanilarak
gerceklestirilen  “yuzey yikama” islemiyle findik ylzeylerinde bulunan
mikroorganizmalarin dilusyon sivisina gegiriime isleminin etkin bir yontem
olmadigi tespit edilmigtir. Tween 80’li dilisyon sivisi kullanilarak yapilan
denemeler ise daha etkin ve tutarli sonuglar vermistir. Findiklarin temin edildigi

firmanin kendi blnyesinde bulunan laboratuvardan karsilastirma amagli istenilen
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kuf-maya ve TAMB analiz sonuglari da goz onltne alindiginda tez kapsaminda bu

solusyonun kullaniimasina karar verilmistir.

Mikrobiyolojik kisimda yapilan testlerin ana amaci plazma islemi uygulandiktan
sonra mikroorganizmalarin dilisyon sivisina hangi yontemle daha etkin
gegirileceginin saptanmasidir. % 70’lik alkol ¢Ozeltisi dekontaminasyon agisindan
daha etkin bulunmustur. % 96’lik alkol ¢ozeltisinin bu konuda etkinliginin dusuk
olmasinin sebebi ylksek oranda alkolin mikroorganizma inaktivasyonunun yani
sira mikroorganizmalarin ylzeye fiksasyonunu saglayarak hayatta kalmalarini

saglamasidir.

4.1.2. Orneklerin Farkh Kiif Sporlari ve Farkli Yéntemler ile Kontamine

Edilmesi
4.1.2.1. Yoéntem I’e Gére Kontamine Edilen Orneklerin Spor Sayim Sonuglari

Findik ve kirmizi pul biber orneklerinin farkli kuf suslarn ile Bolum 3.2.3.6’da
belirtilen Yontem I'e gore kontamine edilmesi sonrasi elde edilen sayim sonuglari

Cizelge 4.2 ve 4.3’'te verilmistir.

Cizelge 4. 2 Findik ylzeylerine Yontem I’e gore inokule edilen A. parasiticus ve A.
flavus sporlarinin mikroskobik ve kilturel sayim sonuglari

Baslangi¢ spor Baslangi¢ Yuzeyde kalan Yiizeyde kalan
Kuf susu sayisl spor sayisi spor sayisi spor sayisi
(mikroskobik) (kalturel) (mikroskobik) (kultiirel)
A. parasiticus 2,810’ 3,6* 10° 5,2* 10° 2,5*10°
A. flavus 3,2* 10’ 3,0* 10° 6,0* 10° 2,0 10°
n=3

Cizelge 4. 3 Pul biber yuzeylerine Yontem I'e gore inokule edilen A. parasiticus ve
A. flavus sporlarinin mikroskobik ve kiltirel sayim sonugclari

Baslangi¢ spor Baslangi¢ Yiizeyde kalan Yiizeyde kalan
Kiif susu sayisl spor sayisi spor sayisi spor sayisi
(mikroskobik) (kiiltiirel) (mikroskobik) (kiiltiirel)
A. parasiticus 2,6* 10’ 9,2* 10° 1,8* 10’ 4,0% 10°
A. flavus 3,2* 10° 2,7* 10° 1,3* 10’ 2,0 10°
n=3
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4.1.2.2. Yontem I'ye Gore Kontamine Edilen Orneklerin Spor Sayim

Sonuglari

Findik ve kirmizi pul biber 6rneklerinin farkli kif suslan ile Bolum 3.2.3.6’da
belirtilen Yoéntem II'ye gdére kontamine edilmesi sonrasi elde edilen sayim

sonuglari Cizelge 4.4 ve 4.5’te verilmigtir.

Cizelge 4. 4 Findik ylzeylerine Yontem 2’ye gore inokule edilen A. parasiticus ve

A. flavus sporlarinin mikroskobik ve kultirel sayim sonugclari

Baslangi¢ spor Baslangi¢ Yiizeyde kalan Yiizeyde kalan
Kiif susu sayisl spor sayisi spor sayisi spor sayisi
(mikroskobik) (kiilttirel) (mikroskobik) (kiilttirel)
A. parasiticus 3,510’ 1,7* 10’ 9,3* 10° 7,0 10°
A. flavus 2,0* 10’ 1,1* 10 6,4* 10° 3,8*010°
n=3

Cizelge 4. 5 Pul biber yuzeylerine Yontem II'ye gore inoklle edilen A. parasiticus

ve A. flavus sporlarinin mikroskobik ve kulttrel sayim sonuglari

Baslangi¢ spor Baslangi¢ Yiizeyde kalan Yiizeyde kalan
Kif susu sayisli spor sayisi spor sayisli spor sayisli
(mikroskobik) (kalturel) (mikroskobik) (kalturel)
A. parasiticus 2,6 10° 6,7* 10" 1,7*0107 4,5* 10’
A. flavus 3,210’ 4,3*10' 2,3* 10’ 2,7% 10’
n=3

Bolum 3.2.3.6’da belirtilen Yontem | ve Yontem Il karsilastirildiginda Yontem II'de

denenmis olan prosedurler sonucu yuzeyde daha ¢ok spor tutuldugu
gozlenmektedir. Bu nedenle plazma dekontaminasyon iglemleri gerceklestirilirken

Yontem II'nin kullaniimasina karar verilmigtir.

Yuzeye mikroorganizma tutunma deneylerinde Ozellikle pul biber ile
gerceklestiriien denemelerde daha fazla spor tutuldugu goézlenmistir. Bunun
baslica sebebi 10 gr pul biber 6rneginin ayni agirhktaki findik érneklerinden gok
daha fazla ylzey alanina sahip olmasi ve pul biber érneklerinin ortamdaki batin
sporlari hapsedebilecek bir yapi olusturmasidir. Findik ylUzeyleri besiyerinde
yuvarlanarak kuaf sporlarinin ylizeyden alinmasi saglanmigtir. Fakat pul biber
orneklerinde kontaminasyon steril bir cam baget yardimiyla karigtirma esasina
gore yapildigi her iki gida 6rnegi arasinda bir farklilik tespit edilmistir. Ayrica,

yapilan dekontaminasyon denemeleri i¢in Yontem I'de hazirlanmis olan spor
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solusyonlari model gidalarin su aktivitelerini degistirmekte ve dolayisiyla da

urinde kontrolsuz gelismeye neden olabilmektedir.

Thoma lami ile sayim igleminde daha yuksek ve kesin sonuglar elde edilmesine
ragmen, sayim yontemi olarak kultirel sayim yonteminin kullaniimasi uygun

gOrulmustur. Bunun nedenleri ise,

+ Kdilturel sayim yonteminden elde edilen sayim sonuglari diger sayim
sonuglarindan her zaman yuksektir. Bunun baglica sebebi canli ve o0lu
hucrelerin ayirt edilememesidir. Yani hem canli hem de 0Olu hucreler beraber
saylimis olmaktadir.

+ Incelenen 6rnekteki partikller hiicrelerle karistirilabilir. Bu da sayim sonucunu
etkilemektedir.

* Tez kapsaminda ¢ok fazla sayida sayim yapildidi icin inceleme yapilirken goz
yorgunluguna bagl olarak hatali sayim vs. yapilabilmektedir.

+ Kaulturel yontemi igslemler 6ncesi ve sonrasinda devamli olarak uygulandigindan
ve elde edilen sonuglar karsilagtirmali olarak verildiginden yontemden

kaynaklanan hatalar elimine edilmektedir.

4.1.3. Kiif Suslarinin Dekontaminasyon islemi Oncesi Ortalama Spor

Sayilarinin Belirlenmesi

Kif suslarina aflatoksin drettirebilmek igin kif suslari 5 glin etlivde gelismeye
birakilmis sonrasinda kufler gida materyalleri ile Yontem II'ye gére kontamine
edilmis ve tekrar ayni kosullarda iki gun inkibasyona birakilmistir. Daha sonra
laminar kabin igerisinde, gida ornekleri petriden alinip reaktor sistemine konulmus

ve plazma islemi uygulanmigtir.

Yukaridaki tablodan elde edilen veriler plazma o6ncesi orneklerdeki toplam spor
sayisini gostermektedir. Cizelge 4.6’dan de gorulecegi Uzere pul biberlerde
yaklasik 10® ve findiklarda 10" mertebesinde gelisme gdzlenmistir. Bu deneyler

sirasinda orneklerin ay,/’sinin yaklasik 0,90-0,95 araliginda oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4. 6 inkiibatérde toplam 7 giin beklemis érneklerdeki spor sayilari

Test materyali Kuf cinsi Spor sayisi
Findik A. parasiticus (8,0£1,1)*10"
Findik A. flavus (6,0+£0,8)*10’
Pul biber A. parasiticus (1,80,3)*10°
Pul biber A. flavus (1,4%0,4)*10°
n=6

Bu sayilar Yontem II'de elde edilen sayilardan yaklasik 1 log fazladir. Yani iki giin
icerisinde Orneklerde 1 log artis meydana gelmigtir. Deneylerin bu kisminda
hedeflenen basari élguti sporlarin test érneklerinde belirlenen kosul (28°C; =0,95
ay) ve surede (toplam 7 gun) aflatoksin Uretimlerinin saglandigi ortalama spor

miktarlarinin belirlenmesidir.
4.1.4. Plazma islemi Sonrasi Ortamda Kalan Spor Sayisinin Belirlenmesi

Kontamine olmus gida ornekleri optimum plazma parametrelerinin belirlenmesi
amaciyla dusuk-basing ve atmosferik plazma sistemlerinde farkh plazma

parametrelerine tabi tutulmustur.

4.1.4.1. Dusuk Basing Plazma Sistemi ile Gergeklestirilen Dekontaminasyon

islemi Sonuglar

Dusuk basing plazma sisteminde sicaklik artigi, gi¢ ve zaman parametrelerinin
artigl ile dogru orantilh olarak artarken en ylksek sicaklik 100 W-30 dk zaman
parametresinde goérilmus olup 50°C’nin Uzerine ¢ikilmadigi tespit edilmistir [34].
Dolayisiyla tez kapsaminda duguk basing plazma parametreleri igin sicaklik

Olcimu gergeklestiriimemigtir.

4.1.4.1.1. Findik Orneklerinde Gergeklestirilen Dekontaminasyon Denemeleri

Dusuk basing plazma sisteminin ¢alisma basinci 6zellikle bu sistemin hava igeren
gidalarin dekontaminasyon iglemlerinde kullaniimasini kisittamaktadir. 0,1-10,0
mbar skalaya sahip olan plazma sisteminin plazma fazini olusturabilmesi igin
gerekli enerjiyi saglayacak jeneratorlu, basing 0,4 mbar dizeyine indiginde
otomatik olarak devreye girmektedir. Dolayisiyla kullanilan materyalin
(caligmalarimiz kapsaminda sectigimiz gida o6rnekleri) veya materyal yigininin
ihtiva ettigi havanin gikarilmasi i¢in gereken slre ve pompa maliyeti bu sistemin

en Onemli dezavantaji olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durum o&zellikle findik
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orneklerinde yapilan galismalarda kargsimiza c¢ikmaktadir. Findik hicrelerinde
bulunan hava, basincin dusmesini engelledigi icin bu gida materyalinin
dekontaminasyon isleminin gergeklestiriimesi yaklasik 15-20 saat almaktadir.
Ayrica 6n deneme niteligi sayilan galismalarimizda kullandigimiz findiklar, tez
kapsaminda kullanilan findiklar ~ gibi yuzey Ozellikleri bakimindan
kosullandiriimadigi igin ¢alismalar daha hizh gercgeklestiriimistir [49]. Bu durum
findiklarin disuk basing plazma sistemiyle dekontaminasyonun sanayiye yonelik
olarak etkin bir sekilde gerceklestirilemeyecegini gostermektedir. Endustriyel
uygulamalarda findiklar agisindan bu denli bir sistem kurulumu reaktor buyuklugu,
uygulama suresi ve vakum maliyeti géz 6nune alindiginda g6z ardi edilemeyecek
kadar buyldk sikintilara yol acabilecegi dusunutlmektedir. Tez kapsamindaki
c¢alismalarimizin, daha 6nce yapmis oldugumuz ¢aligsmalarla kargilastirmali olarak
verilebilmesi amaciyla daha 6nceki denemelerimizde elde edilenen etkin plazma
parametresi olan 100 W-30 dk parametresi bu tez kapsaminda da test edilmigtir
(Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8). Elde edilen sonuglar ayrica atmosferik plazma

sistemi ile de kargilastiriimistir.

Cizelge 4. 7 Doner tambur sistemli digsuk basing plazma sistemi kullanilarak A.
parasiticus’un findik érneklerinden dekontaminasyonu

Kullanilan gaz Oksijen Azot Hava

Uygulanan Gii¢ (Watt) 100 100 100

©

g 5 = | 0 (80+1,1)*10" | (8,0+1,1)*107 | (8,0+1,1)*10

5 g b

o o

o 5 & 30  (1,5¢0,3)*10° | (3,5¢1,2)*10° | (2,0£0,4)*10°

x o N

S

n=3

Cizelge 4. 8 Doner tambur sistemli disuk basing plazma sistemi kullanilarak A.
flavus’un findik 6rneklerinden dekontaminasyonu

Kullanilan gaz Oksijen Azot Hava

Uygulanan Giig¢ (Watt) 100 100 100

@©

g g < 0 (6,0£0,8)*10" | (6,0£0,8)*10" | (6,0+0,8)*10’

g 2 =

> = ]

8 2 = 3 3 3

S § 5 30 (2,0£0,6)*10° | (1,7+0,4)*10° | (1,30,2)*10

=

n=3
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Findik Orneklerinin  dekontaminasyon islemi igin sadece 100 W-30 dk
parametresinin kullanilmasi ile yaklasik 4 logaritmalik indirgenme meydana
gelmektedir. Bununla birlikte inaktivasyon ajani olarak hava kullanildiginda findik
yuzeylerinde yaklasik 5 logaritmalik indirgenme meydana gelmektedir. A. flavus’'un
dusuk basing plazmasina A. parasiticustan nispeten daha dayanikh oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.7 ve 4.8).

4.1.4.1.2. Pul Biber Orneklerinde Gergeklestirilen Dekontaminasyon

Denemeleri

Dusuk basing plazma sistemi ile pul biberde gergeklestirilen denemelerde findikta
oldugu gibi reaktor i¢ basincinin 0,4 mbar’a gelmesi igin gerekli sire ¢ok uzun
olmadigi i¢cin dekontaminasyon islemlerinin zamanla degisimini gormek amaciyla
farkh zaman parametreleri denenmistir. Farkli plazma parametrelerinde goére elde

edilen mikroorganizma sayilari asagida bulunan tablolarda verilmigtir.

A. parasiticus Sporlarinin Pul Biber Orneklerinden Dekontaminasyon
Sonuglan
Duslk basing plazmasi ile farklh uygulama gazlari kullanilarak pul biber

orneklerinden A. parasiticus dekontaminasyonunu Cizelge 4.9, Cizelge 4.10 ve
Cizelge 4.11’de verilmistir.

Cizelge 4. 9 Doner tambur sistemli disuk basing oksijen plazmasi kullanilarak A.
parasiticus’un pul biber érneklerinden dekontaminasyon sonuglari

Kullanilan gaz Oksijen

Uygulanan Giig¢ (Watt) 25 75 100

_ 0 (1,8+0,3)*10° (1,8+0,3)*10° (1,8+0,3)*10°
% 5 (3,2+0,4)*10° (3,4+0,7)*10° (3,0+0,4)*10°
o = g 10 (1,74£0,2)*10° (1,0+£0,4)*10° (8,0+0,5)*10°
2 % < 15 (8,7+0,3)*10° (5,2+0,1)*10° (3,0+0,6)*10°
S < = 20 (5,4£0,5)*10° (3.40.3)10°  (2,940,6)*10°
é ™ 25 (5,2+0,5)*10° (3,0+0,6)*10° (2,2+0,3)*10°
= 30 (3,2+0,1)*10° (3,9+0,4)*10" (1,6+0,3)*10"
n=3
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Cizelge 4. 10 Doner tambur sistemli dusuk basing azot plazmasi kullanilarak A.
parasiticus‘un pul biber érneklerinden dekontaminasyonu

Kullanilan gaz Azot

Uygulanan Giig (Watt) 25 75 100

= 0 (1,8+0,3)*10° (1,8+0,3)*10° (1,8+0,3)*10°
§ 5 (4,3+0,7)*10° (3,5+1,0)*10° (3,2+0,4)*10°
o = g 10 (2,7+0,3)*10° (2,3+0,6)*10° (7,6+0,7)*10°
2 s g 15 (5,7+0,6)*10° (5,5+0,4)*10° (5,0+0,9)*10°
% = = 20 (5,5+0,2)*10° (4,1£0,3)*10° (4,0+£0,5)*10°
fa: ™ 25 (4,8+0,5)*10° (2,6+0,6)*10° (3,2+0,3)*10°
s 30 (2,2+0,6)*10° (6,6+0,5)*10" (3,4+0,4)*10"
n=3

Cizelge 4. 11 Doéner tambur sistemli disik basing hava plazmasi kullanilarak A.
parasiticus’un pul biber érneklerinden dekontaminasyonu

Kullanilan gaz Hava

Uygulanan Giig (Watt) 25 75 100

= 0 (1,8+0,3)*10° (1,8+0,3)*10° (1,8+0,3)*10°
% 5 (2,1+0,2)*10° (1,3+0,7)*10° (1,2+0,3)*10°
S = g 10 (1,3+0,2)*10° (2,9+0,3)*10° (4,0+0,5)*10°
2 % c 15 (8,7+0,5)*10° (5,5+0,6)*10° (3,0+0,3)*10°
S < = 20 (4,5:0,8)*10° (3,1£0,3)10°  (2,940,2)*10°
fe: ™ 25 (4,840,7)*10° (2,0£0,2)*10° (1,3+0,1)*10°
s 30 (1,240,3)*10° (5,9+0,3)*10" (2,120,4)*10"

n=3

A. parasiticus’un duaslk basing plazma sistemi ile dekontaminasyon isleminin
gerceklestirimesinde farkli glg-zaman ve inaktivasyon gazi parametrelerinin
denenmesi sonucunda elde edilen veriler 1s1ginda 100 W-30 dk hava plazmasinin
en etkin plazma parametresi oldugu belirlenmistir. Cizelge 4.11'den de gozikecegi
Uzere dusik basing plazma uygulamasi ile yaklasik 4 logaritmalik A. parasiticus

indirgenmesi elde edilmistir.
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A.flavus Sporlarinin Pul Biber Orneklerinden Dekontaminasyon Sonuglari

Duguk basing plazmasi
orneklerinden A. flavus dekontaminasyonunu Cizelge 4.12, Cizelge 4.13 ve
Cizelge 4.14’de verilmistir.

ile farkli uygulama gazlar

kullanilarak pul

biber

Cizelge 4. 12 Déner tambur sistemli distik basing oksijen plazmasi kullanilarak A.
flavus’un pul biber 6rneklerinden dekontaminasyonu

n=3

Kullanilan gaz

Oksijen

Uygulanan Giig¢ (Watt)

25

75

100

Mikroorganizma

sayisi (kob/g)

Zaman (dk)

0
5
10
15
20
25
30

(1,4+0,4)*10°
(3,4+0,3)*10°
(1,2+0,1)*10°
(7,3+0,3)*10°
(6,4+0,2)*10°
(6,2+0,6)*10°
(2,2+0,3)*10°

(1,4+0,4)*10°
(3,8+0,3)*10°
(3,4+0,4)*10°
(4,6+0,4)*10°
(4,3+0,7)*10°
(3,4%0,5)*10°
(1,8+0,1)*10°

(1,4+0,4)*10°
(3,3+0,9)*10°
(9,0+0,5)*10°
(2,4+0,7)*10°
(2,10,4)*10°
(2,0+0,3)*10°
(1,0£0,2)*10°

Cizelge 4. 13 Doner tambur sistemli dusuk basing azot plazmasi kullanilarak A.
flavus’un pul biber érneklerinden dekontminasyonu

n=3

Kullanilan gaz

Azot

Uygulanan Giig (Watt)

25

75

100

Mikroorganizma
sayisi (kob/g)

Zaman (dk)

0
5
10
15
20
25
30

(1,4+0,4)*10°
(5,2+0,2)*10°
(2,2+0,5)*10°
(1,0£0,2)*10°
(8,0+0,6)*10°
(7,4%0,4)*10°
(2,2+0,6)*10°

(1,4+0,4)*10°
(4,4+0,4)*10°
(2,4+0,8)*10°
(8,7+0,5)*10°
(7,2+0,5)*10°
(3,2+0,2)*10°
(2,5+0,2)*10°

(1,4+0,4)*10°
(4,30,5)*10°
(9,8+1,0)*10°
(5,8+0,3)*10°
(2,7+0,2)*10°
(1,6+0,1)*10°
(1,8+0,1)*10°

Cizelge 4. 14 Doéner tambur sistemli disik basing hava plazmasi kullanilarak A.
flavus’un pul biber érneklerinden dekontaminasyonu

n=3

Kullanilan gaz

Hava

Uygulanan Gii¢ (Watt)

25

75

100

Mikroorganizma

sayisi (kob/g)

Zaman (dk)

0
5
10
15
20
25
30

(1,4+0,4)*10°
(2,70,3)*10°
(1,0£0,7)*10°
(6,2+0,9)*10°
(4,10,2)*10°
(3,8+0,7)*10°
(0,8+0,1)*10°

(1,440,4)*10°
(2,7+0,6)*10°
(6,7+0,4)*10°
(3,7+0,6)*10°
(2,7+0,5)*10°
(1,7+0,1)*10°
(5,0+0,4)*10"

(1,4+0,4)*10°
(2,30,2)*10°
(4,0+0,3)*10°
(1,9+0,3)*10°
(1,6+0,6)*10°
(1,20,2)*10°
(3,0+0,7)*10"
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A. flavus’un inhibisyon verilerine bakildiginda A. parasiticus’tan daha dayanikli
oldugu, yalnizca 100 W-30 dk parametresinde yaklasik 4 logaritmalik indirgenme
gOzlendigi belirlenmistir. Findik orneklerinde de A. flavus’un daha direngli bir
Ozellik gosterdigi ve indirgenme oraninin daha az oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.12, Cizelge 4.13 ve Cizelge 4.14).

Doéner tamburlu dusuk basing plazmasi ile pul biber o6rneklerinde yuksek
dekontaminasyon etkinligi gozlenmemesinin nedenleri kullanilan tambur sisteminin
etkin bir sekilde aktif plazma tlrlerini gecgirememesi ve kullanilan reaktorin
calisilan Ornek gramajlarina uygun buyuklikte olmamasidir. Ayrica =0,95 su
aktivitesine sahip pul biber drnekleri 6zellikle reaktor gbzeneklerine ve birbirlerine
yapisma egdiliminde olduklari igin dekontaminasyon etkinligiazalmaktadir. Dusuk
basing plazmasinin bir diger dezavantaji ise 6rnekte bulunan su miktarinin plazma
islemine baslaniimadan o6nce saglanan vakumla ani sekilde azalmasi ve
dolayisiyla ornekte bulunan sporlarin kuruma nedeniyle ornek ve reaktor yuzeyine
yapismasidir.Bu calismada kullanilan pul biberin a,, degeri, Sen ve ark. [47]de
kullanilan pul biberlerinin a,, degerinden daha yluksek oldugu icin yuzey
mikroflorasinda daha az inhibisyon go6zlenmigtir. Ayrica bu calismada yapay
kontaminasyon (artificially contaminated) yerine dogal kontamine (naturally
contaminated) findik ve pul biber drnekleriyle calisiimistir. Buradan da ayni gida
ornegi baz alindiginda dusuk basing plazmasinda dekontaminasyon etkinligini
etkileyen baslica faktorlerin, ornegin a,, degeri ile ornek yuzeyinde bulunan

mikrobiyal floranin ¢esitliligi/6zelligi oldugu soylenebilir.

Findik ve pul biber orneklerinde gergeklestirilen dekontaminasyon deneylerinde
belirlenen farkli indirgenme oranlarinin baslica sebepleri birim ylzey alanda, findik
yuzeyinde aktif plazma tlrlerine maruz birakilan spor sayisinin az olmasidir.
Ayrica doner tambur sisteminde findiklarin geometrik yapilari itibariyle
yuvarlanmalari birbirine yapisan pul biberlere nazaran daha homojen bir proses

gercgeklestiriimesini saglamigtir.
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4.1.4.2. Atmosferik Plazma Sistemi ile Gergeklestirilen Dekontaminasyon

Denemeleri
4.1.4.2.1. Plazma Parametrelerinin Optimizasyonu

Atmosferik basing plazmasi dusik basing plazma sistemi gibi sinirli
parametrelerden olusmayip plazma dekontaminasyon etkinligini belirleyecek
parametre sayisi daha fazladir. Atmosferik plazma sisteminin aktif plazma turlerini
ornek yuzeylerine en homojen ve en etkin sekilde saglamasi amaciyla hem
rotasyonlu jet hem de oOrneklerin karigmasini saglayan doner tambur reaktor
sistemi kullaniimigtir. Ayrica belirlenen tarama arahdi da reaktorin bastan sona

taranmasi igin en ideal mesafe olarak segilmistir.

Gaz akis _hizi érneklerin reaktor icinde akiskan hale getirilebilmesi i¢in optimize

edilmistir. Bu amacla oncelik, orneklerin reaktor igerisinde akigkan bir gekilde
karismasini saglamakla birlikte plazma jet sistemine beslenilen gazin 6rneklere
inokule edilen sporlari direkt olarak uzaklastirmamasidir. Dolayisiyla her 2
ornekte optimum akiskanlk ve dekontaminasyonun saglanabilecedi 3000 L/saat

akig hizi kullanilmasina karar verilmigtir.

Plazma jeti ile ©6rnek arasindaki mesafe maksimum 7 c©m olarak
ayarlanabilmektedir. Dolayisiyla 06rnek yuzeylerinde sicaklik farkhliklarinin
minimum tutulmasi amaciyla 6rnekle plazma jeti arasindaki mesafenin de
maksimum tutulmasi gerekmektedir. Ornekle jet arasindaki mesafe 3 cm iken

ornek yluzeylerindeki sicaklik degisimi yaklasik 76+12°C olmaktadir.

Tarama arahdi ise plazma jetinin x dizleminde belirtilen tarama alaninda hareket

ettikten sonra taramaya devam etmek icin y dizleminde kaydigi mesafedir.
Tarama araligi ne kadar sik olursa birim yuzeye uygulanmis olan plazma o kadar
etkin olmaktadir. Cihazin tarama yapilacak alan secim 0Ozellidi sayesinde reaktor
boyutlarinda tarama gerceklestiriimistir. BOylece hem reaktdr disinda plazma
olusumu ve gereksiz enerji ve gaz kullanimi engellenmis hem de reaktor
boyutlarinda (45x145 mm) plazma vyapilmamis koér noktalarin olugmasi
engellenmigstir. Tez kapsaminda 3-5 mm denenmis olup 3 mm tarama araligi aktif
plazma turlerinin 6rnek ylzeylerine daha etkin temas edebilmesi adina

calismalarimizin devaminda kullanilmasina karar verilmistir.
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Plazma jet hizi belirlenen tarama araliginin ne kadar hizla taranacagini

belirlemektedir. Jet hizinin artmasi plazma etkinligini azaltirken, gereginden fazla
dusuk jet hizlarinda cgalismak ise plazmanin gida materyalleri ile uzun surel

etkilesimine dolayisiyla yuksek sicaklik artiglarina sebep olmaktadir.

Tarama alani uygulama sirasinda kullanilan reaktora (145x45 mm) tam olarak

tarayacak sekilde secilmektedir. Bu amagla tarama arahdr 150x50mm olarak

secilmistir.

Plazma probu 6rnek ylzeyine yaklasmadan plazma fazinin olusumu cihazin

plazma hazirlik suresi secenegdi ile ayarlanmaktadir. Bunun baglica avantaji
plazma Uretimi dncesi sisteme yollanan yuksek basinglh havanin ylizeyde bulunan
mikroorganizmalara fiziksel bir etki yapmamasi ve urtne kesikli bir plazma yerine
stabil bir plazma uygulanmasidir. Bu amagla plazma hazirlik suresi 3 sn olarak

belirlenmistir.

Plazma probu atlama uzunlugu (Over run lenght) parametresi de toplam plazma

suresini belirleyen parametrelerden birisidir. Bu parametre kullanici tarafindan
degistirlememekle birlikte plazma probunun belirlenen tarama alanini belirlenen
plazma jet hizinda gecebilmesi icin gerekli 6n hizlanmayi saglayabilecegi mesafeyi

ifade etmektedir.

Yukarida belirtiimis olan parametreler cercevesinde atmosferik plazma
parametreleri optimize edilmistir. Etkin ve stabil plazma olusumu ile plazmanin
orneklerde ylUksek sicaklik degisimlerine neden olmamalari kavramlari
dengelenerek dekontaminasyon prosedurlerinin gerceklestirilecegi optimum
plazma parametreleri belirlenmigtir. 15 kHz'de stabil bir plazma olusumu
g6zlenmemektedir. Bunun sebebi bu frekansta plazma probuna verilen gtcln
mevcut gazi iyonlagtiramamasidir. Dolayisi ile deneylerin optimizasyon
asamalarinda 16, 20 ve 25 kHz frekans degerleri kullaniimigtir. Plazma uygulama
suresini belirleyen plazma jet hizi, tarama aralgi, tarama alani ve plazma probu
atlama uzunlugu parametreleridir. Plazma jet hizi direkt olarak uygulama zamanini
belirlememektedir. inaktivasyon kinetikleri elde edilirken bu parametre baz alinarak
islem yapildiginda yanlis bir kaniya variimig olunur. Bunun baslica nedeni jet
hizlar degistiginde plazma uygulama sureleri jet hizindaki artisla dogru orantili

olarak degismemekte dolayisiyla dogru sonuglar elde edilememektedir. Bir diger
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nokta ise plazma jet hizlari degistiginde birim alana uygulanmis olan plazma
miktari deg@ismektedir. Bu noktada atmosferik plazmada uygulama suresini
belirlemek amaciyla optimum parametre belirlenerek cihazin ¢oklu uygulama
secgenegdi kullanilarak ayni plazma ozelliklerini belirlenmis tarama araliginda birden
fazla uygulamak en dogru sonucu verecektir. Plazma jet hizlarinin degisimiyle (10-

100 m/dk) plazma uygulama surelerinin degisimi Cizelge 4.15°'de belirtilmistir.

Tarama alaninin (150x50 mm) belirlenen jet hizlarinda 1 tam tur uygulamaya tabi
tutulmasina “1 déngu” kavrami denilmistir. Plazma isleminde kinetik veriler elde
etmek amagli farkli zamanlarda uygulama yapmak adina 1-5 araliginda doéngu

gerceklestirilmigstir.

Cizelge 4. 15 Plazma jet hizinin belirli tarama araliginda uygulama suresi Uzerine
etkisi

Plazma jet hizi (m/dk) Prob atlama uzunlugu (mm) | 1 doéngii i¢in gerekli siire (sn)
10 3 28,4
20 5 21,1
30 10 19,9
40 17 20,0
50 24 20,5
60 29 20,7
70 45 22,2
80 57 23,2
920 71 24,3
100 85 25,4

Tez kapsaminda 60 m/dk jet hizi secildigi icin plazma uygulama zamanlari g6z

onune alinirken buradaki dongu zamani dikkate alinmistir.
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41.4.2.1.1. Atmosferik Plazma Sisteminde Farkli Plazma Parametreleri

Uygulamalariyla Sicaklikta Meydana Gelen Degisimlerin izlenmesi

Petri kaplarina konulmus Ornekler belirlenen plazma parametrelerine tabi
tutulurken kizilétesi termometreyle yaklasik 10 &rnekten/noktadan plazma
uygulamasi sirasinda ve sonrasinda sicaklik dlgumleri alinmistir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4. 16 Atmosferik plazmada farkh frekans ve referans voltaj dederleri

uygulamasi sonrasi findik ve pul biber orneklerinde meydana gelen sicaklik
degigimleri

Frekans Referans Findik yiizeylerindeki Pul biber yiizeylerindeki
(kHz) voltaj (%) sicaklk degisimi (hava/azot) sicaklik degisimi (haval/azot)
40 28,2+9,5%* 28,5+10,0** 28,916,5** 29,315,5%*
16 60 32,4+7,2* 34,9+4,1* 30,415,2* 33,046,3*
80 35,616,8 38,617,6 33,614,9 35,617,2
100 40,37,2 41,8+8,3 40,6+3,7 39,945,3
40 30,047,3* 32,314,2* 30,047,3* 32,314,2*
20 60 39,0+6,2 40,244,6 39,046,2 40,2+4,6
80 42,045,7 42,0+£3,5 42,045,7 42,0+£3,5
100 44,04£7,5 42,746,4 44,04£7,5 42,746,4
40 30,444,1 32,3£3,5 33,745,3 31,316,2
25 60 37,015,0 40,3+4,2 35,3#4,5 38,617,1
80 41,044,3 42,4457 40,547,2 41,045,0
100 44,9447 43,042,7 44,315,0 42,542,5

*Stabil plazma olugma olasilidi disuk.

** Stabil plazma olusma olasilidi disiik, plazma olusumu genellikle kesikli ve uygulamaya yonelik sorunlar
cikabilir.

Orneklerin baslangic sicakligi, oda sicakhgidir. Plazma uygulamasiyla érneklerde
meydana gelen sicaklik degisimlerinin herhangi bir biyoaktif gida bilesenine zarar
verecek oOlgude olmadigl, elde edilen sicakliklarin 50°C’nin Uzerine g¢ikmadigi
tespit edilmistir. Probun 5 dongu yapilmasi ile bu sicaklik degerlerinde ortalama 5-

10°C arasinda yukselme gdzlenmektedir.

Yukarida belirtiimis olan bilgiler 1s1ginda atmosferik plazma sisteminin optimum
plazma parametreleri Cizelge 4.17°de verilmigtir.
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Cizelge 4. 17 Atmosferik plazma sisteminin ¢alisma arali§i ve optimum plazma

parametreleri

. Cihaz galisma Belirlenmis optimum
PLAZMA PARAMETRELERI
araliklan parametreler
Referans voltaj (%) 40-100 100
Plazma frekansi (kHz) 15-25 25
Plazma devir siresi (%) 1-100 100
Plazma jet hizi (m/dk) 1-100 60
Tarama araligi (mm) 1-250 3
Gaz akis hizi (L/saat) 100-5000 3000
iyonlastirma gazlari Hava, azot Hava
Plazma jeti ile 6rnek arasindaki mesafe (cm) 0-7 7

4.1.4.2.1.2. Atmosferik Plazma Uygulamasi

Degisimin Belirlenmesi

Sonrasi

Mikrobiyal Yukteki

Atmosferik plazma sistem parametrelerinin 5 farkli zaman diliminde (5 déngu) pul

biber ve findik drneklerinde logaritmik olarak indirgenmelerine ait veriler Cizelge
4.18, Cizelge 4.19, Cizelge 4.20 ve Cizelge 4.21'de verilmistir. Mikrobiyal

indirgenmenin detaylariyla gorilmesini saglayacak 3 boyutlu grafikler EK 2, EK 3,

EK 4 ve EK 5’te detaylariyla verilmistir.
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Cizelge 4. 18 Atmosferik plazma uygulanmig findik 6rneklerinden A. parasiticus’un
dekontaminasyon sonuglari (log kob/qg)

Frekans Ref.o\/oltaj Plazma 1. 2. 3. 4. 5.
(kHz) (%) gazi dongii dongii dongii dongii dongii
40 6,57 6,46 6,34 6,24 6,06
16 60 5 6,34 6,26 6,10 5,19 5,22
80 2 6,15 6,03 5,07 4,76 4,53
100 5,57 5,22 5,14 4,51 4,41
40 6,43 6,26 6,09 6,04 5,86
16 60 <>( 6,35 5,98 5,88 5,67 5,51
80 % 6,01 5,92 5,24 5,27 4,73
100 5,12 5,05 5,00 4,27 4,08
40 6,29 6,22 6,08 5,88 5,56
20 60 |C_) 6,26 6,18 5,92 541 5,16
80 N 5,86 4,81 5,56 5,64 4,23
100 5,43 5,08 4,82 4,16 4,18
40 6,49 6,21 6,07 5,45 4,59
20 60 <>( 5,99 5,87 6,59 5,10 4,15
80 < 5,50 5,09 4,84 4,12 3,96
100 4,47 4,32 4,19 3,14 2,99
40 6,12 5,94 5,05 5,03 4,65
- 60 |C_) 5,97 5,70 4,43 4,52 4,30
80 ~ 4,43 4,24 3,36 3,17 3,12
100 4,10 4,13 3,52 3,15 2,89
40 6,02 5,85 5,22 4,65 4,40
o5 60 <>( 5,37 4,75 4,55 4,02 3,35
80 % 4,37 3,22 3,19 2,89 2,75
100 4,07 3,16 2,81 2,50 2,39

n=3
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Cizelge 4. 19 Atmosferik plazma uygulanmis findik orneklerinden A. flavus’un
dekontaminasyon sonuglari (log kob/g)

Frekans Ref.o\/oltaj Plazma 1. 2. 3. 4. 5.
(kHz) () gazi dongii dongii dongii dongii dongii
40 6,67 6,50 6,19 6,22 5,87
16 60 }6 6,63 6,47 6,34 5,96 4,92
80 E 6,42 6,22 6,00 5,07 4,87
100 5,69 5,48 5,27 4,86 4,77
40 6,68 6,44 6,34 6,22 6,23
16 60 <>( 6,43 6,22 6,15 6,03 5,57
80 % 6,16 6,12 6,51 5,51 4,93
100 5,37 5,12 5,10 4,45 4,22
40 6,59 6,43 6,19 6,22 5,83
20 60 |6 6,49 6,18 6,10 5,95 5,62
80 E 6,26 6,12 6,05 5,08 4,62
100 5,25 5,12 4,97 4,67 4,46
40 6,43 6,11 6,05 5,56 4,65
20 60 <>.: 6,19 6,01 6,49 5,09 4,22
80 < 5,52 5,19 4,83 4,30 3,95
100 5,29 4,30 4,12 3,46 3,04
40 6,29 5,94 5,87 5,04 4,67
- 60 5 6,59 6,56 5,15 4,76 4,22
80 D 4,50 4,24 3,85 343 3,07
100 3,75 3,44 3,30 2,95 2,84
40 6,21 5,88 5,12 4,89 4,20
o5 60 <>( 511 5,14 4,28 4,12 3,34
80 % 4,10 3,92 2,94 2,95 2,49
100 3,90 2,94 2,86 2,37 2,40

n=3
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Cizelge 4. 20 Atmosferik plazma uygulanmis pul biber o6rneklerinden A.
parasiticus’'un dekontaminasyon sonuglari (log kob/g)

Frekans Re-f. Plazma 1. 2. 3. 4. 5.
(kHz) voltaj (%) gazi dongii dongii dongii dongii dongii
40 6,79 6,72 6,43 6,19 6,14
16 60 5 6,76 6,69 6,20 5,93 6,03
80 g 6,65 6,65 6,17 6,05 5,91
100 6,32 6,31 6,17 6,03 5,52
40 6,66 6,63 6,43 5,89 5,71
16 60 <>( 6,47 6,47 6,30 5,80 5,56
80 % 6,28 6,29 5,97 5,60 5,47
100 6,25 6,22 5,88 5,50 5,40
40 6,48 6,41 6,40 6,02 6,86
00 60 'C_) 6,34 6,32 6,25 5,83 5,79
80 D 6,10 6,04 5,93 5,65 4,93
100 6,10 5,95 5,85 5,19 4,86
40 6,44 6,34 6,07 5,86 5,64
00 60 <>.: 6,31 6,12 5,93 5,74 4,85
80 < 6,04 5,90 5,79 5,19 4,74
100 6,02 5,72 5,12 4,72 4,42
40 6,43 6,35 6,07 5,58 5,43
- 60 'C_) 6,39 6,27 5,93 5,31 4,73
80 D 5,88 5,86 5,83 4,65 4,56
100 5,85 5,73 5,44 4,42 3,84
40 6,44 6,30 6,24 5,73 4,73
o5 60 <>( 6,26 5,83 5,14 5,21 4,30
80 % 5,78 5,66 4,76 4,40 3,65
100 5,62 4,88 4,56 3,53 3,35

n=3
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Cizelge 4. 21 Atmosferik plazma uygulanmig pul biber drneklerinden A. flavus’un
dekontaminasyon sonuglari (log kob/g)

Frekans Re.f. Plazma 1. 2. 3. 4, o
(kHz) Voltaj (%) gazi dongii dongii dongii dongii 5- dongd
40 6,77 6,62 6,38 6,01 5,88
16 60 }5 6,67 6,55 6,24 5,97 5,62
80 E 6,49 6,40 5,96 5,90 5,47
100 5,86 5,82 5,67 5,24 5,29
40 6,64 6,54 6,34 6,25 6,20
16 60 <>( 6,58 6,48 6,12 5,91 5,78
80 § 6,41 6,29 5,97 5,51 5,22
100 6,29 6,19 5,80 5,10 5,07
40 6,59 6,43 6,19 5,94 5,85
20 60 5 6,49 6,26 6,01 5,79 5,51
80 E 6,33 6,17 5,83 5,54 4,87
100 6,19 6,14 5,70 5,08 4,36
40 6,43 6,09 5,86 5,44 4,88
20 60 <>.: 6,30 5,94 5,66 5,79 4,63
80 < 6,19 5,91 5,23 4,45 4,11
100 6,11 5,72 4,97 3,93 3,69
40 6,37 6,02 5,89 4,91 4,85
- 60 5 6,27 5,93 5,88 4,80 4,44
80 D 5,97 5,83 5,32 3,87 3,67
100 5,79 5,51 4,87 3,50 3,49
40 6,13 6,09 5,87 4,57 4,46
o5 60 <>( 5,96 5,82 5,63 4,19 4,10
80 % 5,60 5,24 4,37 3,79 3,54
100 4,46 4,52 4,22 3,64 3,05

n=3

Atmosferik plazmanin etkinligini, mikroorganizmanin tart, kullanilan gaz, frekans,
referans voltaj ve zaman belirlemektedir. Frekans ve referans voltaj direkt olarak
plazma giicin( etkileyen parametrelerdir. Ozellikle frekans, plazma olusumunu
direkt olarak etkilemektedir. 16 kHz parametresinde stabil plazma olusumu
saglanamadigindan bu frekans elenmistir.Bununla birlikte referans voltajda
meydana gelen degisim frekans ile kiyaslandiginda mikrobiyal inaktivasyondaki
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degisimle daha fazla paralellik gostermektedir. Zaman ise literatirde mikrobiyal

inaktivasyonun belirlenmesinde her zaman birincil parametredir.

Hava kullanilarak gerceklestirilen dekontaminasyon islemlerinin hem findik hem de
pul biber 6rneklerinde daha fazla indirgenmeye sebep oldudu gorulmektedir.
Bunun baslica nedeninin aktif plazma turlerinin olusumunda havanin hem reaktif
oksijen hem de reaktif azot turlerini igermesi oldugu dusunulmektedir. Plazma
parametreleriyle dekontaminasyon etkinliginin dogru orantili olmamasinin baslica
nedeninin ise plazmanin yapisi itibariyle ¢ok kararli olmamasi ve bazi
parametrelerde stabil plazma fazi elde edilememesidir. Dusuk basing plazmasi ile
kargilastirildiginda atmosferik plazma sisteminde 5 dongu (20,7x5 sn= 103,5 sn)
icin gerekli sire ¢ok kisadir. Bu kisa sure zarfinda elde edilen indirgenme orani ise

hayli yuksektir.

Sonug¢ olarak atmosferik plazma uygulamasi ile findik drneklerinde yaklasik 5,5
logaritmalik; pul biber érneklerinde ise 5 logaritmalik indirgenme saglanmis olup
dongu sayisinin artiriilmasi ile dekontaminasyon etkinligi de artmistir. Burada elde
edilen toplam indirgenme, aktif plazma tirleri disinda plazma c¢alisma

kosullarindan da kaynaklandigi disunulmektedir.

4.1.5. Plazma inaktivasyon Ajanlan Disinda Plazma Sistem Ozelliklerinden

Kaynaklanan Mikroorganizma Kayiplarinin Belirlenmesi

DusUk basing ve atmosferik plazma sistemleri ile belirli stirelerde muamele edilmis
olan gida orneklerinde meydana gelen mikrobiyal yuk azalmasinin dncelikli olarak
aktif plazma tirleri ve UV ginlari kaynakh olmasinin yani sira kullanilan
sistemlerin  yapisi geregi kimyasal dekontaminasyon yaninda fiziksel
dekontaminasyon da meydana gelmesidir. Bu fiziksel etkiler Cizelge 4.22’de

verilmistir.
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Cizelge 4. 22 Plazma sistem 6zelliklerinden kaynaklanan mikrobiyal indirgenme

Etkinin neden oldugu

Etkinin mikrobiyal azalma
Etki sekli gergeklestigi Olusan etkiyi (log kob/g)
plazma tipi belirleme yontemi Findik Pul biber
F P F P
Reaktore kontamine
ornekler konulmus ve
Kullanilan reaktor
L L reaktorden kiif
ozelliklerinden Dusulk basing 0,57 058 i 0,71 0,69
) sporlarinin ne
kaynaklanan & Atmosferik
kadarinin geri alindigi
etkiler
tespit edilmistir.
Plazma faz
Vakumdan olusturmadan sadece
kaynaklanan Duslk basing vakum yapilarak (0,4 093 099 | 1,18 1,22
etkiler mbar-30 dk) sayim elde
edilmistir.
inaktivasyon Plazma fazi
gazinin akis olusturmayacak plazma
hizindan Atmosferik parametreleri girilip (15 | 0,64 0,69 { 0,90 0,82
kaynaklanan kHz) sistemden 3000
etkiler L/s akis gegirilmistir.

n=4; F: A. flavus; P: A. paraciticus

Fiziksel dekontaminasyon parametrelerinin, toplam dekontaminasyon Uzerine olan
etkisi kullanilan reaktor sisteminin o6zelligi belirlemektedir. Cunkli hem dusuk
basing hem de atmosferik plazma sistemlerinde ayni reaktor tipi kullaniimis olup,
reaktor gozeneklerinde veya reaktordeki sikistirma noktalarinda kalmis olabilecek
sporlar, dekontaminasyon sonucu hesaba katilacak indirgenme oranini
etkilemektedirler. Ayrica plazma sonrasi test orneklerinde bulunan mikrobiyal
yogunlugu belirlemek amaciyla sadece gida oOrnekleri alinmamakta, dilisyon
sivisiyla reaktorde kalan sporlar da stomacher torbasina gegirilimektedir. Bu
deneyler kapsaminda, drnekte bulunan spor yogunlugunun ne kadarinin dilisyon
sivisina gegirilebildigi de tespit edilmistir. Cizelge 4.22’den de godrulecegi Uzere
reaktor yapisindan kaynaklanan yaklasik 0,5-0,6 logaritmalik bir azalma meydana

gelmistir. Bu azalmanin pul biber érneklerinde daha fazla olmasinin sebebi yikama
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esnasinda reaktorde birbirine yapigsarak sporlari hapsedebilen bir miktar pul

biberin kalmasidir.

Vakum etkisi incelendiginde ise reaktor icinde disen basincin 6rneklerde nem
kaybina, dolayisiyla ornege yapisan sporlarin reaktor disina c¢ikip vakum
pompasiyla atilmasina sebep oldugu dusunulmektedir. Sistemdeki vakumun
digmesi icin gerekli olan sure uzun oldugu icin orneklerden nem kaybi ve
orneklerin birbiri ve reaktor duvarina surtunme oranlari da artmakta, dolayisiyla
sistemden spor kaybi artmaktadir. Duslk basing plazma ortami (<0,4 mbar)
saglanirken sistemde meydana gelen ani basing dismesi, Urinde bulunan suyun
ani buharlasmasina neden olmaktadir. Bu durum drindn ozellikle UGst
katmanlarinda bulunan sporlarin ¢eperlerinde deformasyona neden olabilecegi

dusunulmektedir.

Atmosferik plazma sisteminde plazma probuna beslenen havanin mikroorganizma
indirgenmesine etkisini arastirmak amaciyla sisteme 3000 L/saat akis hizinda gaz
beslemesi yapilmistir. Bu islem gercgeklestirilirken sistem glg¢ parametreleri (15
kHz-% 40 Referans Voltaji-5 dongl) plazma olusturmayacak sekilde ayarlanmistir.
Havanin  dekontaminasyon etkisini belirlemek amaciyla gergeklestirilen
denemelerden edilen veriler gazin etkisinin ¢cok fazla olmadigini gostermektedir.
Bunun baslica nedeni plazma probunun ucunda bulunan doner baslik sisteminin
cikan havayl buylk oranda bloke etmesi ve calisilan reaktérin c¢eperlerinin
sporlarin hava uygulamasi ile kolayca c¢ikmasini engelleyecek kadar kuguk
olmasidir. Ayrica atmosferik plazma sisteminde 6rnekteki nem degeri ¢ok fazla
dusmedigi i¢in sporlarin drneklere ve reaktor yuzeyine yapisik olarak kalmasi da
havanin buradaki puskurtict o6zelligini azaltmaktadir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde sisteme beslenen hava kaynakli spor kaybi, findik icin yaklasik 0,7;

pul biber i¢in de yaklasik 0,9 logaritmadir.

4.2. Findik ve Pul Biber Orneklerinde Gergeklestirilen Fiziksel Analiz

Sonuglan
4.2.1. Nem Tayini Deney Sonuglari

Findik ve pul biber 6rneklerinin baglangic nem degerleri sirasi ile 7,66 ve 12,27
olarak bulunmustur (Cizelge 4.23). TS 3075 i¢ findik standardina goére findiklarin

nem degerinin % 6’nin altinda olmasi beklenmektedir [352]. Uygulamalar (plazma
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ve Isinlama) sonrasi bu deger % 6’nin altina diusmus olup, Urun ilgili standartta
verilen kalite kriterini saglamiglardir. Plazma ve isinlama iglemleri sonrasi elde
edilen ornekler, kontrol 6rnek ile karsilastirldiginda yapilan iglemlerin hepsinin
findigin nemi Gzerine etkili oldugu bulunmus (p<0,05) fakat baslangi¢ 6rnek ile
Isinlama arasindaki farkin ise istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir
(p>0,05).

Cizelge 4. 23 Findik ve pul biber érneklerine ait nem degerleri (%)

Proses tipi Findik kabe?(rJ/]o)** Pul Biber kal;IbEi?‘?A))*
Kontrol - 7,66+0,35 ° - 12,27+0,63 °
£ B Diistik basing plazmasi 4,09+0,15° 46,5 3,070,122 74,9
El % Atmosferik plazma 5,410,20 ° 293 8,82+0,14 " 28,1
» Isinlama 5,69+0,35 ¢ 25,6 10,530,40 14,4

n=3, ortalamat+SD

Ayni ornek igin ayni kolonda ve ayni Ust indis ile gosterilen veriler arasindaki fark énemsizdir
(p>0,05)

*% Nem kaybinda karsilastirma icin referans 6rnek olarak kontrol 6rnegi(baslangig) kullaniimistir.

Nem degerlerindeki degisimin miktari, islem g¢esidine ve depolama islemine gore
degismektedir. Dusuk basing plazma uygulamasi ve ayni 6rnegin depolanmasi
sonrasi nem degerindeki dismenin en fazla olmasinin nedeni reaktor iginde
olusturulmus olan vakumdur. Reaktor icinde basincin istenilen degere (<0,4 mbar)
dusmesi icin ortamda ve gidalarda bulunan havanin uzaklastiriimasi
gerekmektedir. Gidalarda bulunan hava o6zellikle findik o6rneklerinde findik
yapisinin igerisine hapsolmus sekilde bulundugu ic¢in buradaki havanin
uzaklastirimasi sirasinda yapida gevsemeler ve dolayisiyla var olan nemin
uzaklagsmasi s6z konusudur. Atmosferik plazma ve i1sinlama islemleri sonrasinda
ise dusik basing plazmasindaki durum séz konusu olmadigindan bu iki islem
sonrasinda nem dusmesi daha az gozlenmektedir. Son iki islem sonrasinda
nemde meydana gelen azalmanin ylzeyde meydana gelen sicaklik degisimleri ve

yine yapida meydana gelen gevsemelerden meydana geldigi dusunulmektedir.

Calismada kullanilan pul biberin nem orani Turk Gida Kodeksi Baharat Tebligi’'ne
(Teblig No: 2013/12) gdre uygundur (<% 15) [357]. Uygulanan iglemler sonrasinda
nem miktari da belirgin sekilde dismektedir ve uygulamalar arasindaki fark

onemlidir (p<0,05). Tebligde herhangi bir alt sinir belirtiimemekle birlikte fazla nem
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kaybinin tuketici albenisi ve Urun kalitesi agisindan negatif bir etkisi bulunmaktadir.
Pul biber orneklerinin neminde meydana gelen degisim daha fazladir. Bunun
baslica nedeni biberin ylzey alanin findiga gore genis olmasi ve nemin ylzeyden

difizyonunu engelleyecek direng faktoériinin daha disuk olmasidir.

Atmosferik plazma ve 1sinlama islemleri hem pul biber hem de findik érneklerinde
% 15 ile 30 arasinda nem kaybina neden olsalar da, dusuk basing plazma
uygulanmis findik ve pul biber érneklerinde meydana gelen yiksek nem kaybi (%

46,5 ve 74,9) drneklerin yapisal olarak degismesine (kurumasina) neden olmustur.
4.2.2. Su Aktivitesi Deney Sonuglari

Mikroorganizma faaliyetlerinde énemli bir faktdor olan su aktivitesi (a,), gidalarda
bulunan toplam su miktarinin bakteri, kif ve mayalarin gelismeleri ve
metabolizmalari icin elverigli olan kismini olusturmaktadir. Bu nedenle gidalarin
mikrobiyolojik kararlihgi, toplam nem miktarindan ¢ok a, degeri ile dlgulmektedir.
Su aktivitesinin dusmesi mikroorganizma gelisiminin engellenmesi agisindan
dénemli bir parametredir. Orneklerin su aktivitesi degerlerine bakildiginda ay
degerindeki en ylksek dustsin hem findik hem de pul biber érnekleri igin disuk
basin¢ plazma uygulamasi sonrasinda oldugu gorulmektedir (Cizelge 4.24). Findik
orneginin a,, degeri Uzerine uygulamalarin fark yarattigi, isinlama ve atmosferik
plazma uygulamasinin arasindaki farkin dnemsiz oldugu; fakat pul biber érneginde

ise uygulamalarin 6nemli fark yarattigi belirlenmistir (p<0,05).

Cizelge 4. 24 Findik ve pul biber érneklerine ait su aktivitesi degerleri

Proses tipi Findik % Degisim* Pul Biber % Degisim
Kontrol - 0,58+0,05 ° - 0,59+0,01¢ -
= Disiik basing plazmasi  0,30+0,02 @ 48,3 0,21+0,01° 64,4
% g Atmosferik plazma 0,49+0,02 © 15,5 0,45+0,01° 237
» Isinlama 0,44+0,04 ™ 24,1 0,41+0,01° 30,5

Kontrol findik (n=6), Kontrol pul biber (n=8), islem sonrasi n=5, ortalamaSD,

Ayni 6rnek i¢in ayni kolonda ve ayni Ust indis ile gosterilen veriler arasindaki fark dnemsizdir
(p>0,05)

*0% a,, degisiminde karsilastirma icin referans drnek olarak kontrol 6érnegdi (baslangic) kullanilmigtir.

Findik érnekleri pul biber érnekleri gibi sterilize edilmedigi igin belirli bir mikrobiyal

yuke sahiptir. Bu nedenle findik drnekleri 6n dekontaminasyon iglemine tabi
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tutulmaktadir. Dekontaminasyon sonrasi elde edilen a,, degeri Cizelge 4.25'te

verilmigtir.

Cizelge 4. 25 Etil alkol uygulamasi sonrasi findik orneklerinin a,, degerleri

Uygulanan dekontaminasyon yontemi Verilerin ortalamasi (%)
% 70 Etil alkol uygulamasi 0,41+0,02
% 96 Etil alkol uygulamasi 0,35+0,01

n=4

Cizelge 3.28den de goérilecedi Uzere 6n dekontaminasyon amaciyla findik
orneklerinin etanol ¢ozeltileriyle muamele edilmesi findik yuzeylerinde mevcut
bulunan nem miktarini, dolayisiyla su aktivitesi degerini dugurmektedir. Literatirde
bu amagla % 96 ve % 70’lik etanol ¢ozeltileri kullaniimistir. Tez kapsaminda bu
¢cozeltiler de denenmis olup alkol orani yukseldikge su aktivitesinde disme
meydana gelmistir. On dekontaminasyon amaciyla alkol uygulanmasi sadece
mikrobiyal denemelerde kullanilmig olup findiklarin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinde meydana gelen degisikliklerin degerlendirildigi deneylerde ise normal

orneklerle galisiimigtir.
4.2.3. Renk analizi sonuglari

Findik ve kirmizi pul biber érneklerinin baglangi¢ ve islem sonrasi elde edilen renk
degerleri Cizelge 4.26’da verilmigtir. Ayrica dekontaminasyon isleminden &énce
yluzey mikroflorasinin azaltiimasi amaciyla kullanilan alkol ¢ozeltisinin findigin
yuzey renginde meydana getirdigi degisim ayni tabloda yer almaktadir. L 1gik
degeri veya parlaklik (aydinlik) derecesini dlgmekte ve 100 (tam beyaz) ile O (tam
siyah) arasinda degismektedir. a degeri kirmizilik ve yesilligi vermektedir; deger
arti ise kirmizi, sifir ise gri ve eksi ise yesildir. b degeri ise sarilik ve maviligi
olcmektedir; deger arti ise sari, sifir ise gri ve eksi ise mavidir.

Cizelge 4. 26 Test orneklerinin uygulamalar oncesi ve sonrasina ait HunterLab
renk degerleri

Test ornekleri Findik Pul biber
Proses tipi Renk degeri Renk degeri
L 45,45+3,45°% 41,6+0,92°
Kontrol* a 16,32+0,87 """ 7,63+0,94°
23,42+1,84%™ 4,46+0,59 '
AE 0* 0*
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Etil alkol L 40,79+1,56 % -
uygulanmig 16,08+1,66 9" -
findik** b 20,07+1,86 ™ -
AE 5,7+2,9%%° -
Disik b L 44,93+3,64 ©*° 40,58+0,38 *°
usu asin
§| ¢ a 16,24+1,25 "' 9,09+0,34 "
plazmasi
b 22,93+3,43 ™K 9,70+0,74 "'
AE 4,741,7°° 5,5+0,9¢
© L 44,4313,70 0 47,3210,81
c Atmosferik ah )
9 | 16,61+1,24 9" 8,96+0,40
plazma
E, 22 57+2,65 ™ 7,34+0,32 ©
=3 AE 3,8+2,8% 3,440,3
L 44 27+2,18 "% 46,37+0,64 ©
il a 16,08+1,46 9" 9,01+0,50 9"
sinlama
23,16+2,35 "KM 6,72+0,26
AE 3,4+1,1° 3,0+0,2°

*n=11; **n=6; Diger 6rnekler n=10, ortalamazSD,
Ayni 6rnek i¢in ayni kolonda ve ayni Ust indis ile gosterilen veriler arasindaki fark dnemsizdir
(p>0,05)

Alinan sonugclara goére L, a, b de@erleri bakimindan plazma ve isinlanmig findik
yuzeyinde kontrol 6rnegine gore belirgin bir degisim gdézlenmemigtir. Toplam renk
farki olan AE de@erine gore alkol uygulamasi dahil tim iglem tipleri, findigin
rengini baslangic degerine gore degistirmistir. AE degeri bakimdan islemler

arasindaki fark ise d6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Kirmizi biberde dislk basing plazma uygulamasinin hem a hemde b dederinde
artisa neden olmasi ve nem kaybi istenmeyen Urun kalitesinin olugsmasina neden
olmaktadir. Atmosferik plazma ve isinlama uygulamalari ise a ve b degerlerinin
yanisira 0zellikte L degerinde artisa neden oldugu icin renk agilmasi ve degisimi
g6zlenmistir. b degerinde yikselme oOrnekte sari rengin hakim olmasina, L
degerinde yukselme beyazligin artmasina ve urunun toplam kalite 6zelliklerinde
diguse neden olmaktadir. AE de@erlerine bakildiginda ise pul biberin baslangi¢
renk degerlerine gore islem tiplerinin AE degerinde belirgin artisa neden oldugu
belirlenmistir. En fazla artis dislk basing plazmasi sonrasinda gorulirken bunu
atmosferik plazma ve isinlama iglemleri takip etmigstir. Isinlama ve atmosferik

plazma uygulamalari arasinda AE de@eri bakimindan fark dnemsiz bulunmustur.
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Uygulamalar oOzellikle kirmizi pul biber orneklerinin renk kalitesi Uzerine etkili
olmustur. Bunun baslica nedeni findik orneklerinin ylzeyini dig etkenlerden (isi,
reaktif tirler, UV vb.) koruyacak zara sahip olmalarina karsin pul biber érneklerinin
direkt olarak aktif plazma bilesenlerine maruz kalmasidir. Ayrica déner tambur
sisteminde pul biberler yapilari gereg@i (birim 6rnek bazinda daha ylksek ylzey
alanina sahip, hafif ve kaglk) daha homojen bir uygulamaya maruz kalmislardir.

Bu nedenle Hunter L, a ve b de@erlerinde daha fazla degisim gozlenmisgtir.

Hunter b degerindeki artiglarin sicaklik etkisiyle yizeye dogru sizan yag, rutubet
kaybl ile olusan renk koyulagmasi ve uygulamalar sirasinda olusan reaktif tirlerle
ile ilgili oldugu dusunldlmektedir. Pul biber o6rneklerdeki b dederlerinin a
degerlerinden daha fazla artis gostermesinin sebebi kirmizi biber ylzeyinde
baskin olan kirmizi rengin sari renge gore zamana bagl olarak daha hizl
bozulmasi, sari rengin oransal olarak daha yogun algilanmasindan

kaynaklanmaktadir.

HunterLab degerleri kirmizi pul biber érneklerinin rengini renk bilesenleri bazinda
vermektedir. Buna karsin drneklerin ASTA degerleri asetona gecgebilen tim renk

bilesenleri hakkinda tek bir sonu¢ vermektedir (Cizelge 4.27).

Cizelge 4. 27 Pul biber érneklerine ait ekstrakte olabilen renk (ASTA) degerleri

Proses tipi Verilerin ortalamasi (%) Azalma (%)
Kontrol érnegi 41,54+1,32 ¢
Duslk basing plazmasi 22,89+1,99 2 44,9
Atmosferik plazma 34,87+0,82° 16,1
Isinlama 34,94+3,02 °° 15,8

Kontrol 6rnegi n=6, Diger érnekler n=7; ortalamazSD,
Ayni 6rnek igin ayni kolonda ve ayni Ust indis ile gdsterilen veriler arasindaki fark énemsizdir
(p>0,05)

Lezzet zenginlestirici, aroma katici 6zelliginden ziyade kirmizi pul biber 6zellikle
gidalara dogal renk verici olarak katilmaktadir. Fakat renk vericilik o6zelligi her
zaman on plana ¢gikmaktadir. Bu nedenle bu Grandn renk ézelligi en dnemli kalite

kriterlerinden biri olarak dne ¢gikmaktadir.

Kurutulmus kirmizi biberin en onemli kalite kriteri renktir. Kirmizi biberin rengini

ketokaratenoidlerden kapsantin, kapsorubin ve kapsantin 5,6 epoksit;
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ksantofillerden B-kriptoksantin, zeaksantin, violaksantin ve kapsolutein;
karotenlerden de [-karotenin olusturdugu bildirilmigtir [358]. Bu renk
maddelerinden kapsantin ve kapsorubinin kirmizi, digerileri ise agik saridan
portakal sarisina degisen tonlarda sari renk verir. Kirmizi biberdeki toplam
karotenoidlerin % 70-80’ini kapsantin ve kapsorubin olusturmaktadir [358,359].
Karotenoidlerin, doymamis yapida olmasi onlari oksidatif degisimlere kargi duyarli

kilmaktadir. Bu degisimler neticesinde karotenoidlerin rengi aciimaktadir.

Cizelge 4.27°den de agikga gorulecegi Uzere plazma ve Isinlama uygulamalariyla
pul biberin ASTA degerlerinde belirli oranlarda azalma meydana gelmistir.
Uygulamalar arasinda dusuk basing plazma sistemi driin renginde en fazla kayba
neden olmustur. ASTA degerlerindeki farklilik istatiksel olarak incelendiginde
p<0,05 duzeyinde plazma ve i1sinlama uygulamalarinin baslangi¢ 6rnegine gore
farkli oldugu; atmosferik plazma uygulamasi ve iginlamanin yaratmig oldugu

etkinin benzer oldugu tespit edilmistir.

Duslk basing plazma sisteminde meydana gelen % 44,9’luk ASTA cinsinden renk
kaybinin en Onemli nedeni reaktor iginde basing dusmesi igin uzun sire
beklenmesidir (minimum 6 saat). Bu sure zarfinda 6zellikle Grinin nem degeri
dismekle birlikte plazma fazi olustuktan sonra urinden nem uzaklasirken, driinde
mevcut bulunan yag yapidan sizmaktadir. Kirmizi biberdeki renk maddeleri su
icerisinde ¢dztinmeyen lipofilik bilesiklerdir. Sulu ortamlarda ylizeye dizensiz bir
sekilde tutunurlar veya ylzeyde dagilmamis sekilde bulunurlar. Bununla birlikte
plazma fazinda bulunan aktif plazma turlerinin neden oldugu oksidasyon da bu

duruma yol agmis olabilir.

Plazma uygulamasi ile pul biberde yapisal gevsemeler sonucu reaktore yag
salmasi meydana gelmektedir. Bu kayiplar 6zellikle pul biber renk kaybini etkilese
de renk kaybindaki en onemli kayip nedeni aktif plazma turleridir. Oksidatif ve
reaktif stabilitesi dusik olan karotenoidler aktif plazma turlerinin degradasyon
etkisine maruz kalmaktadir. Duguk basing plazmasinda bu etki ¢ok yuksek iken
atmosferik plazmada plazmanin gida yluzeyinde devamli etki etmemesi ve toplam
uygulama suresinin ¢ok kisa olmasi (=100 sn) bu etkinin daha az olmasini

saglamaktadir.
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Isinlama sonucu da renkte belli kayiplar olmaktadir. Burada olusan serbest
radikaller ve reaktif turler karotenoidlerdeki cift baglari pargalayarak yapinin
bozulmasina dolayisiyla renk acilmasina sebep olmus olabilir. Isinlanmis ve
atmosferik plazma yapilmis 6rneklerde gézle goérulir bir degisim olmamakla birlikte
dusuk basing plazmasi oOrneklerde gozle gorullir bir renk degisimine sebep
olmaktadir. Topuz [336] yapmis olduklari ¢alismada 10 kGy isinlamanin pul
biberlerin ASTA degerlerinde yaklasik % 10’luk bir kayba neden oldugunu
belirtmislerdir. Bununla birlikte artan 1ginlama dozlarinin biberin renk degerlerinde

negatif etkiye neden olduklarini gostermislerdir.

Ayrica pul biberde bulunan sari renkli pigmentler (ksantofiller ve karotenler) dusuk

plazma sicakliklarinda (=45°C) bile stabilitelerini yitirebilmektedirler.

4.3. Findik ve Pul Biber Orneklerinde Gergeklestirilen Kimyasal Analiz

Sonuglar
4.3.1. Yag Miktan Tayini Sonuglari

Calisilan findik boyut olarak kiguk olmakla birlikte yliksek yag icerigine sahip
degildir. Ulkemizde findik agisindan yag orani % 66’lara kadar gikmaktadir [360].
Naturel findikta zar kisminda yad bulunmamakta, yag direk olarak meyve
kisminda bulunmaktadir. Pul biber 6zelligi itibariyle ¢ok az yag ihtiva etmektedir.
Buradaki yag orani pul bibere parlatma isleminde katilan aygicek yagindan ileri
gelmektedir. islem 6ncesi ve sonrasinda Urlnlere ait yag miktari Cizelge 4.28'de

verilmistir.

Cizelge 4. 28 Findik ve pul biber érneklerine ait yag miktarlari (% kuru maddede)

Test ornekleri Findik Pul biber
o Verilerin Azalma Verilerin Artma
Proses tipi
ortalamasi (%) (%) ortalamasi (%) (%)
Kontrol 6rnegi 47,8+0,8° - 16,5+0,4 2

Dusiik basing plazmasi 415+2,1 % 13,3 20,3+0,2° 22,9
Atmosferik plazma 40,6+1,0 15,0 21,640,1° 30,9
Isinlama 40,641,7™ 15,1 21,840,7 % 31,8

Kontrol 6rnegi n=6, Diger drnekler n=4, ortama+SD

Ayni drnek igin ayni kolonda ve ayni Ust indis ile gdsterilen veriler arasindaki fark énemsizdir
(p>0,05)

*% azalma ve artmada karsilastirma igin referans 6rnek olarak kontrol 6rnegi (baslangic)
kullaniimigtir.

142



Her Ug iglem oncesinde kontrol findik 6rneklerinde yag orani % 47,8, pul biberde
ise % 16,5 olarak bulunmustur (Cizelge 4.28). Soxhlet ekstraksiyonunda yagin,
ornekten alinmasini etkileyen parametrelerden birisi de ornekteki nem miktaridir.
islemler sonrasi findik ve pul biber érneklerinin yag miktarlari baslangic érnegine
gore farkli olmakla birlikte (p< 0,05); findik 6rneklerinde uygulamalar arasinda pul
biber érneklerinde plazma ve 1sinlama islemleri arasinda istatiksel olarak herhangi

bir fark tespit edilmemistir (p>0,05).

Uygulamalar sonrasi ornekteki nem miktarindaki dugus, orneklerden yagin daha
kolay alinmasini saglamakta ve ornekte birim gramda bulunan yagd miktarinin da
artmasina sebep olmaktadir. Bu durum o6zellikle pul biber sonuglarinda (% 14-
75’lik nem kaybi) daha net gorulmektedir. Ayrica uygulamalar sirasinda, érneklerin
yuzeylerinde bulunan gozenekli yaplyl gevsetmekte ve dolayisiyla yapidan yag
salinmasi olayini tetiklemektedir. Kullanilan dusuk basing plazma reaktoru
tamburlu bir sistem oldugu igin 6zellikle findik érnekleri birbirlerine surtinmekte
dolayisiyla da yag kaybi artmaktadir. Findiklarda uygulamalar sonrasinda
kaybolan yagin, zar tabaka (testa) tarafindan emilmesi ve sonrasinda bu zarin
uzaklagsmasiyla beraber yagin az miktarda da olsa reaktdr c¢eperlerine
bulasmasiyla ilintili oldugu dusunulmektedir. Findiklarda zar tabakanin
ayrilmasinin, nem kaybini tetikleyen bir unsur oldugu dusinuldagunde findiktaki
nem kaybinin fazla olmamasi zar tabakayla ayrilan yad miktarinin da az olmasina
neden olmaktadir [361]. Pul biber 6rneklerinin tamburun donmeye baslamasiyla
birbirlerine yapisma 6zelligi gostermesi ve reaktor igine konulan ayni gramajdaki
pul biberle findik érneklerinin reaktér icinde kapladiklari hacimlerin farkli olmasi
her iki gida o6rneginde yagd miktarinin degisimi acisindan farkli sonuglar elde

edilmistir.

143



4.3.2. Serbest Yag Asitligi Tayini Sonuglari

Findik ve pul biber drneklerine ait serbest asitlik (SA) degerleri Cizelge 4.29'da

verilmistir.

Cizelge 4. 29 Findik ve pul biber 6rneklerine ait serbest yag asitligi (SA)(% oleik/kg
yaq) verileri

Test ornekleri Findik Pul biber
o SA Artis SA Artis
Proses tipi ) i i .
(% oleik asit) (%)* (% oleik asit) (%)*
Kontrol - 0,54+0,02 2 - 0,67+0,20%
_ Disiik basing plazmasi 0,96+0,12° 77,8 1,46+0,10™ 117,9
(72
5 g Atmosferik plazma 1,29+0,06 ° 138,9 1,51+0,02% 125,4
un
= 3 Isinlama 1,13+0,05 © 109,2 1,57+0,07%° 134,3

Kontrol érnekleri n=8, Diger 6rnekler n=4 ortalamazSD,

Ayni 6rnek i¢in ayni kolonda ve ayni Ust indis ile gosterilen veriler arasindaki fark dnemsizdir
(p>0,05)

*% artista karsilastirma igin referans érnek olarak kontrol érnegi(baslangi¢) kullaniimistir.

Baslangi¢ degerleri ile karsilastirildiginda, plazma uygulanmis ve 1sinlanmis findik
orneklerinin serbest asitlik dederleri arasinda p<0,05 dlzeyinde farkliligin oldugu
belirlenmistir. Her iki gida o6rnegdinin uygulamalar sonrasinda serbest asitlik
degerleri artmistir. Islem gérmis pul biber ornekleri baslangic 6rnekleri ile
kargilastirildiginda p<0,05 duzeyinde farklilik goralmustur, islem gormuis ornekler

arasinda ise istatiksel olarak herhangi bir fark tespit edilmemistir (p>0,05).

Tuark Gida Kodeksi, Bitki Adi ile Anilan Yaglar Tebligi’'nde serbest asitligin soguk
preslenmis ve naturel yaglarda en ¢ok % 2 (oleik asit) olmasi gerektigi belirtiimistir

[362]. Findik 6rnegi islemler dncesi ve sonrasinda bu kritere uymaktadir.

Plazma ve gama isinlama islemi serbest yag asitligi degerlerinde artisa neden
olmustur ve bu artis findik ve pul biberde birbirine yakindir. Literatlirde plazma
uygulamasinin lipitler Gzerindeki etkileri hakkinda herhangi bir arastirmaya
rastlanilmamig olunup tez calismasinin bu konuda literatire katki saglayacagi
dusunldlmektedir. Gama i1sinlamasina ait bu konuda yapilan c¢alismalarda, bu
iIsinlarin yag molekullerinin oksidasyonuna, dekarboksilasyonuna, dehidrasyon ve
polimerizasyonuna neden olarak lipit oksidasyonunu gergeklestirdikleri belirtilmistir
[363,364].
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4.3.3. Peroksit Sayisi Analiz Sonuglari

Findik ve pul biber 6rneklerinin plazma ve isinlama sonrasi peroksit degerinde

meydana gelen degisim Cizelge 4.30°da verilmisgtir.

Cizelge 4. 30 Findik ve pul biber 6rneklerine ait peroksit sayisi (PD) (meqO./kg
yaq) verileri

Test 6rnekleri Findik Pul biber
Proses tipi PD Artis PD Artis
(meq O/kg yag)  (%)* | (meq OJkgyag) (%)
Kontrol* 0,110,00° <LOD*
- Duslk basing plazmasi 4,93+0,09° 4382 1,40+0,02° 1400
5 § Atmosferik plazma 5,26+0,12° 4682 2,18+0,19° 2180
= 8 Isinlama 4,48+0,20° 3973 1,99+0,14% 1990

n=4; ortalamazSD, LOD=0,04 meq O.,/kg yag

Ayni 6rnek i¢in ayni kolonda ve ayni Ust indis ile gosterilen veriler arasindaki fark énemsizdir
(p>0,05)

*% Artista kaybinda karsilastirma igin referans érnek olarak kontrol 6rnegi(baslangi¢) kullaniimistir.

Findik ve pul biber o6rneklerinin baslangic ve uygulamalar sonrasi peroksit
degerleri arasinda farklilik oldugu tespit edilmistir (p<0,05). islemler sonrasinda
findik ve pul biber drnekleri icin en yuksek PD degerine atmosferik plazma
uygulamasinin yol actigi bunu findik érneginde dusuk basing plazmasi, pul biber
orneginde ise i1sinlama isleminin izledigi goralmustar. Turk Gida Kodeksi, Bitki Adi
ile Anilan Yaglar Tebligi'nde peroksit sayisinin soguk preslenmis ve naturel
yaglarda en ¢ok 15 meq O/kg; rafine yaglarda ise en ¢ok 10 meq O,/kg olmasi
gerektigi belirtiimigtir [362]. Findik ve pul biber (Aycigek yagi) érneklerinin islemler

oncesi ve sonrasindaki PD degerleri bu kritere uymaktadir.

Peroksit degeri yaglarda bozulmanin bir gostergesidir. Yagh urtnlerde peroksit
olusumu acilasma ve renk degisimi gibi degisikliklere yol agar. Peroksit sayisi
ornekte bulunan yagdin oksidasyon derecesini gdsteren bir parametredir.
Uygulanan islemler,06rneklerdeki yagin peroksit degerlerinde belirli bir artis
meydana getirmistir. Bunun baslica sebebi ortamda olusan oksijen radikalleridir.
Peroksit sayisinda uygulanan islem c¢esidine gore farkli degisimlerin meydana
gelmesi, oOrneklerin ylzey alani ve su aktivitesinden, yag asitleri
komposizyonundaki farkhliklardan, igerdikleri dogal antioksidan bilesiklerden
(tokoferol, fenolik bilesikler), ayrica uygulamalar sirasinda olusan reaksiyon
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artnlerinin miktarindan, ortamdaki oksijen ve pro-oksidan elementlerin (Cu, Fe,

Mn, Ni ve Co) konsantrasyonundan kaynaklanmaktadir [344].

Plazma ve gama isinlamasi yapilmamis findiklardaki hlcresel yapi
(mikrosutruktarel yapi) oksijenin yag ile temas etmesini engelleyecek 6zelliktedir.
Dolayisiyla, findiklarin depolama suresince oksidatif stabilitesi yuksektir. Fakat
islem uygulanmig findiklarda yag iceren gézeneklerin agsi yapisi, islemlerin etkisi
ile bozulmakta ve dolayisiyla findigi oksidatif acillasmaya kargi daha hassas

duruma getirmektedir [365].

Gecgel ve ark. [364] 7 kGy duzeyinde i1sinlamanin findiklardaki peroksit degerlerini
0,7 den 1,6’ya ¢ikardigi belirtiimistir. Kontominas ve ark. [366] ise 7 kGy duzeyinde
isinlamanin findiklardaki peroksit dederinin 0,34’ten 6,80’e ¢iktigini belirtmistir.
Calisma kapsaminda ise bu iki calismada verilen degerler arasinda bir deger elde

edilmigtir.
4.3.4. Toplam Fenolik Madde Tayini

Kontrol ornekleri ile plazma ve iginlama islemlerine tabi tutulmus orneklerde
bulunan toplam fenolik bilesen miktarinin spektrofotometrik olarak saptanmasi

amaciyla gallik asit kullanilarak cizilen kalibrasyon egrisi Sekil 4.1’de verilmistir.

1,0 -
0,8 -
%]
g
20,6
S
v 0,4 -
-:;: y=0,0052x+ 0,0375
0,2 - R?=0,9909
0,0 . . I
0 50 100 150
Standartkonsantrasyon (mg/L)

Sekil 4. 1 Toplam fenolik madde tespiti igin hazirlanan kalibrasyon egrisi

4.3.4.1. Fenolik Bilesen Ekstraksiyonu igin Kullanilacak Yéntemlerin

Belirlenmesi

Buradaki amag oncelikli olarak en etkin ekstraksiyon yontemini belirlemek oldugu

icin literatirde genellikle kullaniimig olan yagi alinmig érnekler Uzerinde calismalar
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gerceklestiriimigtir. Calismalarin devaminda yagi alinmamis ornekler Uzerinde de
denemeler yapilarak yag ekstraksiyon yonteminin fenolik bilesenler Uzerindeki

etkisi ve uzaklastirilan yag ile kaybolan fenolik miktarlari belirlenmigtir.

Findik 6rneklerinden fenolik madde ekstraksiyonu igin literatirde uygulanan en
yaygin bes yontem karsilastirmali olarak denenmistir. Bu denemelerin sonucunda
Yontem &’in findik 6rneklerinden fenolik madde ekstraksiyonu igin en etkin yontem
olduguna karar verilmigtir. Pul biber érneklerinden fenolik madde ekstraksiyonu

icin kullanilan yéntemlerden Yoéntem 2’nin daha etkili oldugu goralmustar.

Ayrica findik ve pul biber orneklerinde gerceklestirilen denemelerde % 7,5’luk
Na,CO3 ¢ozeltisinin kullaniimasi ongorulmustir. Bunun sebebi, doygun c¢ozelti
kullanildiginda 1000 pL’lik mikropipetle ¢ekim sirasinda sikinti yasanmakta, tuz
cOzeltisi sizge¢ kagidindan sizulmesine ragmen kristallesme gergceklesmekteve
ornek santrifljlendigi halde bile spektrofotometre ile dlgim Oncesinde 6rnegin
homojen olmasi saglanamamaktadir. Bununla birlikte kullanilan Na,CO3'In
konsantrasyonu elde edilen fenolk madde miktarini pozitif yoénde

etkilememektedir.

43.4.2. Yag Ekstraksiyonunun Toplam Fenolik Bilesenler Uzerindeki

Etkisinin Belirlenmesi

Literatlrde polifenol ekstraksiyonu ve toplam polifenol tayini ydntemleri igin
genellikle yagi alinmig orneklerle calisiimistir. Tez kapsaminda yagli findik, soguk
ekstraksiyon ve soxhlet yontemleriyle yagi alinmig findik érneklerinde ayri ayri
analiz yapiimig, elde sonuglar (Cizelge 4.31) incelendiginde yontemler arasindaki
farkin fazla olmadigi gérilmustir. Bundan dolayi calismalarin devaminda tim
findikla calisilmaya karar verilmigtir. Pul biber ile yapilan calismalarda da benzer
sekilde yagin alinmasindan dolayi olabilecek kayiplar disinulerek pul biberde de
direkt olarak yagi alinmamig érneklerle ¢alisiimistir.

Cizelge 4. 31 Findik érnegine uygulanan farkli ekstraksiyon yontemlerinin fenolik
madde miktari Uzerine etkileri

Ekstraksiyon yontemleri Ortalama (mg GAE/gr 6rnek)
Soxhlet ekstraksiyonu 1,52+0,21
Yagh findik (tim findik) 2,96+0,57
Soguk ekstraksiyon 2,13+0,28
n=4
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Cizelge 4.31den de gorulecegi uzere soxhlet ekstraksiyonunda ¢ozucu
sicakhginin yuksek olmasi drnekteki fenolik bilesenlerde kayba neden olmaktadir.
Burada temel nokta findik 6rnedi yagi, alinmadan direkt olarak ekstraksiyona tabi
tutuldugunda elde edilen fenolik madde miktarinin da o kadar artmasi

beklenmektedir.

Cizelge 4. 32 Findik ve pul biber 6rneklerine ait toplam fenolik madde miktari
(mgGAE/gr kuru madde)*

Test ornekleri Findik Pul biber
. Toplam fenolik Degisim Toplam fenolik  Degisim
Proses tipi madde (O%)** madde (%)
3,40+0,31¢ 7,67+0,15°
Kontrol -- (n=6) -- (n=7) --
S 2,19+0,09% 35,6 8,010,767  4.4m
E® i
s £ ALT;’ZS;G;”‘ 2,37+40,23" 30,2 6,4140,52° 16,4
- O
(7]
Isinlama 2,50+0,12%° 26,5 7,74 +0,48° 0,9%**

* Geri kazanim(GK)duzeltmesi yapilmis sonuglar, Findik GK:89; Pul biber GK:82, n=3;
ortalamaxSD

Ayni ornek igin ayni kolonda ve ayni Ust indis ile gosterilen veriler arasindaki fark énemsizdir
(p>0,05)

**% degisimde karsilastirma icin referans 6rnek olarak kontrol érnegi(baslangig) kullaniimistir.

*** jle isaretlenmis olan verilerdeki degisim pozitiftir. Yani yapilan islem 6rnekteki toplam fenolik
bilesen miktarini artirmaktadir.

Findikta baslangi¢c degeri ile plazma uygulamalari sonrasi toplam fenolik madde
miktarlari bakimindan p<0,05 duzeyinde farkhlik oldugu tespit edilmigtir. Fakat
plazma ve 1sinlama iglemleri arasinda ise 6nemli bir fark olmadigi belirlenmigtir
(p>0,05). Shahidi ve ark. [326] findik ve yan urlnlerinde yaptiklari arastirmada
bunlar igerisinde findik zarinin en yuksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
bildirmistir. Antioksidan etkileri coktan aza dogru zar > sert kabugu > yaprak >
yesil kabugu > findik oldugu saptanmistir. Findik zari plazma uygulamasinda
direkt olarak aktif plazma turlerine maruz kalmaktadir. Plazma uygulamasi
sirasinda yasanan nem kaybi ve homojen karigimi saglamak amaciyla kullanilan
doner tambur sistemi de findik zarinda bir miktar kayba neden olmaktadir.
Dolayisiyla en yuksek fenolik icerige sahip kisimda meydana gelen azalma,
findikta toplam fenolik bilesen miktarindaki azalmanin en énemli sebebidir. Ayrica
dogal antioksidanlar sicaklik, UV ve reaktif tlrlerin olusumlari sirasinda kismen

kaybedilebilmektedir.

148



Pul biberde ise baslangi¢ ve plazma uygulanmig Ornekler arasinda p<0,05
duzeyinde farkhlik oldugu, 1sinlanmig drneklerle baglangi¢c ve plazma uygulanmis

ornekler arasinda farklilik olmadigi tespit edilmistir.

Ozellikle dislik basing plazmasinda bu oranin yiiksek c¢ikmasinin nedeninin
basing duserken Ornekteki nemin uzaklagtirmasinin yaninda oOrnegin hucresel
yapisini gevseterek fenolik madde ekstraksiyonunu arttirdigi dusunulmektedir.
Atmosferik basing plazmasi ile gergeklesen azalmanin baslica sebebinin ortamda
bulunan oksijenin oksidatif etkisinden kaynaklandidi disunudlmektedir (Cizelge
4.32).

Barbagallo ve ark. [367] tarafindan kirmizi biberin 30 gin oda kosullarinda
depolanmasi sirasinda baslangic de@eri olan 6,2 mg GAE/gr degerinin ilk 14
glnde artarak 7,5 degerine ulastigi ve 30. glin sonunda ise 4,5 degerine dustugu
bildirilmigstir.

Genel olarak uygulanan iglemler ozellikle findiklarin fenolik bilesimini olumsuz
yonde etkilemistir. Ozellikle plazma islemi, ylizeye etki eden bir islem oldugu igin
ornegin i¢ matriksini buylk oranda etkilememektedir. Dolayisiyla toplam fenolik

bilesen duzeyinde 6nemli derecede degisim gorulmemistir.
4.3.5. Tokoferol miktarinin belirlenmesi

Uygulamalar sonrasinda oOrneklerde bulunan tokoferol miktari Cizelge 4.33’te

verilmistir.

Cizelge 4. 33 Findik ve pul biber érneklerine ait tokoferol miktarlari (mg/100 gr
yag)*

Tokoferol miktari (mg/100 gr yag)
Test 6rnekleri Findik Pul biber

Proses tipi a Y a Y
Kontrol** - 455432 ° 13,04¢1,0 ™™ [ 78,5+¢3,8° 282+15°
Dusik basing plazmasi | 44,0+1,6 >  11,9+0,6 ®° | 27,9+0,1% 6,9+0,2°
Atmosferik plazma | 47,120,0%  15,9+1,5 % 1 550+4,6°¢ 17,4+2,7°¢
Isinlama 28,2+¢325% 14,422 17299+0,7" 12,6£0,1 "

islem

sonrasl

n=5, Diger veriler n=2, ortalama+SD

*Geri kazanim(GK) dizeltmesi yapilmis sonuglar. GK a= % 78 , y= % 72

Ayni kolonda, ayni 6érnek icin ayni Ust indis ile gdsterilen veriler arasindaki fark 6nemsizdir
(p>0,05)

** Kontrol orneklerine ait & tokoferol degerleri LOD’nin (LOD=1,61 mg/100 gr yag ) altinda
bulundugu igin hesaba katiimamisgtir.
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Tokoferoller gidalarda bulunan fenolik antioksidanlardan biridir. Bu tur molekuller
serbest radikallerdeki hidroksil radikaline (-OH*) kolayca H vererek aktivitelerini
kaybedebilirler. H iyonunu veren fenolik bilesikler nispeten reaktif olmayan serbest
radikallere donusurler. ClnkU oksijen atomunun Gzerindeki eslenmemis elektronlar

genellikle aromatik halkalara delokalize olurlar ve stabilitelerini arttirirlar [368] .

Pul biberden ekstrakte edilen yaglardaki tokoferol miktarlari findiktan elde edilen
yaglardan 2 kat daha fazla bulunmustur (Cizelge 4.33). Bunun baslica nedeni pul
biberlere katilmis olan bitkisel yagin aygicek yagi olmasidir. Aycicek yagi tokoferol
icerigi bakimindan en zengin yaglardan biridir [368]. Tokoferollerin prosesler
sirasinda miktarlarinda degisimlere neden olan etkenler peroksitler, sicaklik, UV
isinlari, serbest radikaller, oksijen ve nemdir [292]. Tokoferol miktari ile
peroksitlerin olusumu arasinda ters bir iliski vardir. Antioksidan o6zellikteki
tokoferoller peroksitleri baglayarak zincirleme oksidasyon olaylarini 6nlemektedir
[369]. Garcia ve ark. [370] kavrulmus bademler Uzerine yaptiklari bir ¢galismada
peroksit sayisi artigi ile tokoferol miktarinin azaligi arasinda ters orantili bir iligki

bulmusglardir.

Findik ve pul biber o6rneklerinin peroksit degerlerinde belirli oranlarda artis
meydana geldigi tespit edilmistir. Pul biberin tokoferol degerlerinde meydana gelen
azalma peroksit degerindeki artigla birlikte yukarida saymis oldugumuz diger
etkenlere de bagl olarak belirli oranda azalma gostermistir. Findik orneklerinde
de her ne kadar peroksit dederlerinde artis meydana gelmis olsa da bu durum
direkt olarak tokoferol degerlerine yansimamigstir. Burada 6zellikle findik zarinda
bulunan antioksidan icerikli fenolik bilesenlerin ortamdaki serbest radikallerle
etkilesime girmesinden kaynaklandidi dusundlebilir. Ayrica findik yagi meyvenin i¢
kisimlarinda olup birkag mikrometre derinlige etki edebilen plazma
uygulamalarinin findiktaki tum tokoferolleri etkileyememesi de buyuk bir etkendir.
Isinlama isleminde ise gama isinlari ornegin igine direk nUfuz etmektedir
dolayisiyla findikta en ylksek azalmaya yol agmistir. Pul biberdeki yag ise
yluzeyde bulunmaktadir. Dolayisiyla, tokoferol miktarindaki azalma daha fazla

olmustur.

Baslangic ve vakum uygulamasi sonrasi findik orneklerinin toplam tokoferol
icerikleri ile atmosferik ve isinlanmisg Ornekler arasinda farkhlik oldugu
belirlenmistir. Buna karsin pul biber 6rneklerinde, plazma ve 1ginlama iglemlerinin
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toplam tokoferol degerinde belirgin azalmaya yol agtigi ve dusuk basing plazma

uygulamasinin en dusuk degere sahip oldugu belirlenmistir.
4.4. Aflatoksin Deney Sonuglari

Tez kapsaminda aflatoksin tayininde kullanilan yéntemine ait LOD degerleri

Cizelge 4.34°de verilmistir.

Cizelge 4. 34 Findik ve kirmizi pul biber 6rneginde kullanilan aflatoksin tayin
yonteminin her bir aflatoksin i¢in LOD degerleri*

Test ornekleri Findik Pul biber
LOD (ppb) LOD (ppb)
Bl 0,15 0,09
B2 0,05 0,09
G1 0,19 0,15
G2 0,09 0,07
Toplam 0,49 0,41

Ayrica tez kapsaminda yapilan geri kazanim galismalari sonucunda findikta (n=3)
geri kazanim dusik konsantrasyonlarda (0,4 ppb) % 70, ylksek
konsantrasyonlarda (4 ppb) % 54; pul biberde (n=3) dusik konsantrasyonlarda %
80, yuksek konsantrasyonlarda % 53 olarak bulunmustur. Taverniers ve ark. [371]
ppb dizeyinde galisma yapildiginda geri kazanim degerinin % 40-120 arasinda
kabul edilebileceginibelirtmigtir. Aflatoksin degerleri verilirken geri kazanim
dizeltmesi vyapilarak verilmisti. Tez kapsaminda c¢aligilan drneklerle

gerceklestirilen geri kazanim sonuclari Cizelge 4.35'te verilmistir.

Cizelge 4. 35 Findik ve kirmizi pul biber 6rneklerine ait geri kazanim duzeltmesi
yapilmis aflatoksin degerleri

Aflatoksin cinsi (ppb) Bl B2 Gl G2
Findik (n=3) <LOD* <LOD* <LOD* <LOD*
Kirmizi pul biber (n=7) 0,10 1,44 <LOD** <LOD**

*Findik igin LOD degeri; **Kirmizi pul biber igin LOD degeri

Cizelge 4.35'den de gorulecegi uzere findik orneklerinde aflatoksin miktarlar

oldukca dusuk olup LOD’nin altinda bulunmustur. Pul biber 6rneklerinin aflatoksin
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miktarlari ise B1 (5 ppb) ve toplam aflatoksin (10 ppb) limitleri dahilinde olup,

ulusal ve uluslararasi standartlar cergevesinde kabul edilebilir niteliktedir.

4.4.1. Yapay Olarak Kontamine Edilmis Orneklerden Elde Edilen Aflatoksin

Sonuglari

Bu boélumde hem mevcut kif suslarinin aflatoksin tGretme araliklari belirlenmis hem
de saf toksin ile kontamine edilmis Orneklerin plazma ve i1sinlama prosesleri
sonrasi kalan miktarlari belirlenmigtir. Findik ve pul biber 6rneklerine yapay olarak
kontamine edilmis olan farkli kif sporlarinin belirtilen sicaklik ve strelerde Gretmis

olduklari aflatoksinler Cizelge 4.36’da verilmistir.

Cizelge 4. 36 Test drneklerine Yontem 2’ye gore inoklle edilen kuflerin Urettikleri
aflatoksin miktarlar

Test . Uretilen aflatoksin miktari (ppb)
L. Kiif susu
ornegi G2 Gl B2 Bl Toplam
x A.parasiticus 0,1-0,3 LOD-1,9 3,0-4,0 89,0-173,7 94,2-177,7
]
._.E_ Aflavus LOD-0,3 LOD-05 3,8-151 121,6-1040  125,4-1055
. A.parasiticus LOD-0,9 LOD 0,9-2,1 19,6-47,6 21,3-49,7
= o
S5 9o
© & A.flavus LOD LOD 0,8-2,1 16,9-47,6 17,6-49,7

Cahgilan kuf solusyonlart AFB1 ve AFB2’yi ayni anda uretebilmektedir. Ayrica
ariin ve kuf susu bazinda degismekle birlikte AFG1 ve AFG2’yi de ¢ok az miktarda

uretmektedirler.

Elde edilen sonucglar Grin ve kuf susu bazinda degiskenlik gosterdigi ve
tekrarlanabilir sonuglar alinamadigi icin aflatoksin detoksifikasyon oranini
belirleme islemi direkt olarak viallerde hazirlanmig olan ¢dzeltilere uygulanmis ve
plazmanin toksinler Uzerinde etkileri bu yolla tespit edilmistir. Kiflerin Gretmis
olduklari AFG1 ve AFG2 miktari ¢ok az oldudu icin (<% 0,1) toplam aflatoksin
miktarinin degerlendiriimesinde AFG1-AFG2 hesaba katiimamistir. Kuf suslarinin
ortalama aflatoksin Uretme oranlari (% 97 AFB1/ % 3 AFB2) olarak belirlenmistir.

Toplam aflatoksin ¢ozeltileri hazirlanirken de bu oranlar baz alinmigtir.

Plazma igleminin toksin ¢ozeltileri Uzerindeki etkileri incelendiginde konsantrasyon

degisimine gdre degradasyon oranlarinin da degistigi gézlenmektedir (Cizelge
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4.37). Bununla birlikte kompleks bir matrikse sahip olan gidalarda bulunan
aflatoksinler Uzerinde plazma igleminin etkisinin hesaplanmasi amaciyla kuflerin
yluzeyde Uretmis olduklari aflatoksinlerin degradasyonunun incelenmesi uygun
bulunmamistir. Bunun sebebi kuf suslarinin aflatoksinleri belirlenen inkibasyon
suresi zarfinda farkh oranlarda Uretmis olmasidir. Kuflerin Uretmis olduklari
toksinlerin konsantrasyonlari sabit olmadidi i¢in degradasyon oranlarinin bu
yontemle saglikli bir sekilde tespit edilemeyecegine karar verilmigtir. Dolayisiyla,
gida o&rneklerinin  konsantrasyonu &énceden belirlenmis toksin c¢ozeltileri ile
muamele edilerek plazma iglemine tabi tutulmustur. Cizelge 4.37'den de
goOrulecegi Uzere plazma uygulamalari gidalara kontamine edilen aflatoksin
cOzeltilerine gama i1sinlamasi uygulamasindan daha fazla etki etmis ve aflatoksin

czoeltilerini % 70’e varan oranlarda indirgeyebilmistir.

Cizelge 4. 37 Aflatoksin c¢ozeltileri ile yapay olarak kontamine edilmis ve iglem
uygulanmig test orneklerine ait toksin miktarlar

Proses tipi Diisiik basing Atmosferik Isinlama
plazmasi plazma
o Eklenen toksin konst. (ppb) 3,0 6,0 3,0 6,0 3,0 6,0
g Uygulama sonrasi konst. (ppb) 2,41 359 | 2,18 4,19 | 290 5,06
s % Azalma 19,5 40,2 | 27,4 30,2 3,2 15,7
Eklenen toksin konst. (ppb) 3,0 6,0 3,0 6,0 3,0 6,0
é Uygulama sonrasi konst. (ppb) 0,82 327 | 0,83 1,78 | 1,60 5,06
N % Azalma 72,8 455 | 724 70,3 | 46,8 157
n=2

4.4.2. Saf Aflatoksin Cozeltilerinin Plazma ve Isinlama Sonrasi Degradasyon

Sonuglari

Hazirlanan toksin ¢ozeltileri, atmosferik ve dusuk basing plazmalari i¢in belirlenen
optimum kosullarda uygulanmistir. Ayrica ornekler gama isinlamasina da tabi
tutularak sonuglar karsilastirmali olarak incelenmistir. Bu amagla 1-2-5-10-50-100-
300-500-1000 ppb konsantrasyonlarinda aflatoksin konsantrasyonlari hazirlanmis
ve hem plazma hem de gama isinlamasi uygulamalarina tabi tutulmustur. AFB1
ve TopAF konsantrasyonlari i¢in deneyler ayri ayri yapilmis ve sonuglar asagida

verilmigtir.
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Calismalar kapsaminda kullaniimis olan saf aflatoksin konsantrasyonlari

belirlenirken Bolum 4.4.1°den elde edilen veriler baz alinmigtir.

4.4.2.1. Dusuk Basin¢g Plazma Uygulamasi Sonrasi Toksin Miktarlarindaki

Degisim Sonuglari

Dusuk basing plazma sisteminde spor dekontaminasyonunun saglandigr en
optimum parametre olan 100 W-30 dk hava plazma parametresi kullanilmigtir
(Cizelge 4.38).

Cizelge 4. 38 AFB1'in dusuk basing plazma uygulamasi ile degisimi

Baslangi¢ Plazma iglemi Plazma iglemi

) AFB1 azalma AFB2 olusum
toksin (AFB1) sonrasi AFB1 sonrasi olugsan
(%) (%)
konst. (ppb) konst. (ppb) AFB2 konst. (ppb)
1 0,24 76,4 <LOD 0,0
2 0,32 83,8 <LOD 0,0
5 1,55 69,0 0,06 11
10 1,04 89,6 0,08 0,8
50 5,44 89,1 0,22 0,4
100 33,57 66,4 0,76 0,8
300 79,81 73,4 2,27 0,8
500 238,93 52,2 3,13 0,6
1000 631,70 36,8 10,29 1,0

n=3; LODB2=0,05 ppb

Plazma islemiyle meydana gelen mekanizma primer olarak degradasyon iglemidir.
Aflatoksin molekullerinin  plazma degradasyon drunleri arasinda AFB2’'de
bulunmaktadir. Dolayisi ile degradasyon iglemiyle birlikte yeniden olugsum da
gerceklesmistir. Ayrica calisilan dalga boyunda floresan i1sima yapmayan fakat
AFB1’in dondsum urlnlerinin de olusmasi mumkindir. Calisma kapsaminda
Ozellikle yuksek toksisiteye sahip olan AFB1’in degradasyonu 6nemlidir. Bununla
birlikte degradasyon uUrunlerinin sitotoksik ag¢idan daha toksik bir bilesenlere
donusme olasiligi da goz onune alinarak tez kapsaminda sitotoksikolojik testlerde

yapilmigtir.

Saf AFB1’in AFB2’ye donlisme prosesi bir dnceki gizelgeden de gorulecegdi Uzere
yaklasik % 21’lik bir oranda gergeklesmektedir. Bununla birlikte plazma yapilacak
cOzeltiye % 3 oraninda AFB2 de katilarak plazma yapildiginda elde edilen veriler
Cizelge 4.39'da verilmistir.
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Cizelge 4. 39 TopAF'nin disuk basing plazma uygulamasi ile degisim

Baslangi¢ Plazma islemi AFB1 Plazma islemi
AFB2 Toplam
AFB1/AFB2 sonrasi AFB1 azalma sonrasi AFB2
azalma(%) azalma(%)
konst. (ppb) konst. (ppb) (%) konst. (ppb)
1/0,0309 0,20 80,5 <LOD 100,0 81,1
2/0,0619 0,34 82,9 0,05 52,1 81,0
5/0,1545 1,11 77,9 0,14 47,8 75,8
10/0,309 2,12 78,8 0,22 55,9 77,3
50/1,545 12,36 75,3 0,73 66,8 74,6
100/3,09 57,10 42,9 3,63 21,0 41,1
300/9,27 120,26 59,9 5,02 70,3 59,5
500/15,45 171,42 65,7 3,90 94,9 66,0
1000/30,9 481,33 51,9 19,37 70,6 51,4

n=3; LODB2=0,05 ppb

Burada ana mekanizma hem AFB1’in degrade olarak AFB2’ye ve diger
parcalanma UrlUnlerine donusmesi, hem de eklenmis olan AFB2’nin degradasyona
ugramis olmasidir. Plazma uygulamasi sonucunda AFB1 ve AFB2’nin azalma
oranlarini hesaplamak amaciyla Cizelge 4.38’de verilen AFB2 olusum degerlerinin
sabit kaldidi varsayilarak, eklenen AFB2’nin baska Urlnlere pargalanma oranlari

hesap edilmigtir.

4.4.2.2. Atmosferik Basing Plazmasi Uygulamasi Sonrasi Toksin

Miktarlarindaki Degisim Sonuglari

Atmosferik plazma sisteminde spor dekontaminasyonunun saglandigi en optimum
parametreler Cizelge 4.17°de verilmis ve galismada bu parametreler kullaniimistir.
Cizelge 4.40’ta atmosferik plazma uygulamasinin AFB1 c¢ozeltileri Uzerindeki
etkileri belirtiimis olup AFB2 donlsumu atmosferik plazmada gerceklesmemistir.
Sadece 500 ppb aflatoksin konsantrasyonunda bir donlisim gdzlenmektedir.
Atmosferik basing plazmasi, dusik basing plazmasi kadar AFB1 de indirgenmeye
sebep olmamaktadir. Bununla birlikte aflatoksin konsantrasyonunun artmasiyla %

indirgenme azalmaktadir.
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Cizelge 4. 40 AFB1'in atmosferik basing plazma uygulamasi ile degisimi

Baslangi¢ toksin Plazma islemi Plazma islemi
AFB1 azalma AFB2
(AFB1) konst. sonrasi AFB1 sonrasi olugan
(%) olusum (%)
(ppb) konst. (ppb) AFB2 konst. (ppb)

1 0,32 68,2 <LOD 0,0
2 0,90 55,1 <LOD 0,0
5 1,56 68,8 <LOD 0,0
10 4,48 55,2 <LOD 0,0
50 12,35 75,3 <LOD 0,0
100 34,85 65,2 <LOD 0,0
300 131,20 56,3 <LOD 0,0
500 275,90 44,8 0,50 0,1
1000 832,25 16,8 <LOD 0,0

n=3; LODB2=0,05 ppb

Ayrica plazma yapilacak ¢oOzeltilere % 3 oraninda AFB2 de katillarak plazma

yapildiginda elde edilen veriler Cizelge 4.41°de verilmigtir.

Cizelge 4. 41 TopAF'nin atmosferik basin¢ plazma uygulamasi ile degigimi

Baslangi¢ Plazma iglemi Plazma iglemi
AFB1 AFB2 Toplam
AFB1/AFB2 sonrasi| AFB1 sonrasi AFB2
azalma (%) azalma (%) azalma (%)

konst. (ppb) konst. (ppb) konst. (ppb)

1/0,0309 0,08 91,9 <LOD 100,0 92,2

2/0,0619 0,50 75,0 <LOD 100,0 75,8

5/0,1545 0,93 81,3 <LOD 100,0 81,9

10/0,309 2,29 77,2 0,08 75,1 77,1

50/1,545 16,30 67,4 0,47 69,9 67,5

100/3,09 38,68 61,3 0,78 74,6 61,7

300/9,27 166,55 44,5 2,80 69,8 45,2

500/15,45 320,00 36,0 3,50 80,6 37,2

1000/30,9 793,90 20,6 8,16 73,6 22,2

n=3; LODB2=0,05 ppb

Atmosferik plazmanin TopAF Uzerindeki etkinligi Cizelge 4.41’de belirtilmistir.
Ozellikle dusiik basing plazmasi ile kargilagtirildiginda atmosferik basing plazma
uygulamasi yuksek konsantrasyonlarda aflatoksinlerin degradasyonu konusunda
pek basaril degildir. Bunun baglica sebepleri aflatoksinlerin ylksek stabiliteye

sahip molekuller olmalari, dolayisiyla viallerde hazirlanmis olan toksin ¢ozeltilerine
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aktif plazma turlerinin toksinin yapisal olarak parcalanabilmesini saglayacak kadar
etki edememeleridir.

Degradasyonu etkileyen en dnemli parametrelerden bir digeri ise UV 1sinlardir.
Aflatoksinler 1siya ¢ok dayanikli molekuller olup, 6zellikle fotodegradasyonla
parcalanabilmektedirler. Atmosferik plazmalarda dusuk basing plazmalarindaki
gibi yuksek dozlarda UV radyasyonu olusamamaktadir. Bunun baglica
sebebiatmosferik basingta bulunan gazlarin (hava) UV isinlarini absorblamasidir.
Vleugels ve ark. [226] aflatoksinler Uzerine UV radyasyonunun etkilerinin kisitli

oldugunu bildirmislerdir.
4.4.2.3. Isinlama uygulamasi sonrasi toksin miktarlarindaki degigsim
sonuglari

Isinlama uygulamasi yuksek aflatoksin konsantrasyonlarinda bile toksinleri baylk
oranda indirgeyebilmistir. Ayrica 1sinlama uygulamasi da bazi konsantrasyonlarda
(>300 ppb) AFB1'i AFB2’ye donustirmektedir (Cizelge 4.42).

Cizelge 4. 42 AFB1'in isinlama uygulamasi ile degisimi

Baslangi¢ toksin Plazma iglemi AFB1 Plazma iglemi AFB2
(AFB1) konst. sonrasi olugan azalma sonrasi olugan olusum

(ppb) AFB1 konst. (ppb) (%) AFB2 konst. (ppb) (%)

1 0,02 98,3 <LOD 0,0

2 0,02 99,2 <LOD 0,0

5 0,14 97,1 <LOD 0,0

10 0,06 99,4 <LOD 0,0

50 0,02 99,9 <LOD 0,0

100 1,42 98,5 <LOD 0,0

300 93,55 68,8 0,04 0,0

500 268,45 46,3 0,11 0,0
1000 482,65 51,7 0,23 0,0

n=3; LODB2=0,05 ppb

Toplam aflatoksin bazinda bakildiginda isinlama uygulamasi saf aflatoksin
¢Ozeltilerine daha fazla etki etmistir (Cizelge 4.43).
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Cizelge 4. 43 TopAF'nin 1sinlama uygulamasi ile degisimi

Baslangi¢ Plazma iglemi AFB1 Plazma iglemi AFB2 Toplam
AFB1/AFB2 sonrasi AFB1 azalma sonrasi AFB2 azalma azalma
konst. (ppb) konst. (ppb) (%) konst. (ppb) (%) (%)

1/0,0309 0,08 91,9 <LOD 100,0 92,2
2/0,0619 0,50 75,0 <LOD 100,0 75,8
5/0,1545 0,9 81,3 <LOD 100,0 81,9
10/0,309 2,3 77,2 <LOD 100,0 77,8
50/1,545 3,9 92,2 0,10 94,7 92,2
100/3,09 7,5 92,5 0,10 95,3 92,6
300/9,27 47,3 84,2 1,50 84,8 84,2
500/15,45 15,2 97,0 5,50 65,1 96,0
1000/30,9 524,0 47,6 11,8 62,6 48,0

n=3; LODB2=0,05 ppb

Literatirde gergeklestiriimis olan bazi galismalarda da bu konuda birgok inceleme
yapimistir [372-374]. Bunun yanisira Park ve ark. [46] diginda literatirde 1000
ppb’lik aflatoksin ¢ozeltileri Gzerinde genis kapsamli bir ¢alisma yapilmakla birlikte
gama isinlamasinda da bu konuda genis bir aflatoksin konsantrasyonu Uzerinde

incelemeye rastlaniimamigtir.
4.5. Sitotoksikolojik Deney Sonuglari

Tez kapsaminda sitotoksikolojik calismalar iki kisimda gerceklestirilmistir. ilk
kisimda hucrelerin farkli aflatoksin konsantrasyonlarina karsi davranislari floresan
mikroskobunda incelenmistir. ikinci kisimda ise hiicrelerin yiizde canllik egrileri

olusturularak olusan etki sayisal verilere dayandiriimistir.

4.5.1. Farkh Aflatoksin Konsantrasyonlarina Tabi Tutulmus Hiicrelere Ait

Floresan Mikroskobu Goriintiileri

islem gdérmemis aflatoksin ¢6zeltilerinin fare fibroblast hiicreleri Uzerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaciyla AFB1 ve TopAF c¢ozeltileri hazirlanarak 0-72 saat

zaman arahginda goérunttleme yapilmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3).

158



0. saat 24. saat 48. saat 72. saat

Kontrol
ornegi

1 ppb

2 ppb

5 ppb
10 ppb
50 ppb
100 ppb
300 ppb
500 ppb

1000 ppb

Sekil 4. 2 AFB1 c¢ozeltileri ile inkibe edilmis hucrelerin floresan mikroskop
goruntuleri
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Sekil 4. 3 TopAF cozeltileri ile inkibe edilmis hucrelerin floresan mikroskop
goruntaleri
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Sekil 4.2 ve Sekil 4.3'te canli hicreler yesil gézukurlerken, 6lu hicreler kirmizi
olarak go6ziukmektedir. Olmek (izere olan hiicreler ise turuncu renkte
g6zukmektedir. Sekillerde siyah bosluk olarak goéziken yerler ise artik hicre
Olimlerinin tamamlanip hdcrenin  tamamen inaktif oldugunu gd&stermektedir.
Hucrelerin inkUbasyon zamaninda 72. saate dogru gidildikge Oolu hucrelerin
uzerlerinde yeniden gelismekte olan hicreler géziukmektedirler.

4.5.2. Sitotoksisite Testi (MTT)

MTT testi ile aflatoksin ¢ozeltilerinin plazma ve 1sinlama proseslerine tabi tutulma
Ooncesi ve sonrasi sitotoksik olup olmadiklari yani sitotoksisite  oranlari
belirlenmistir. MTT analiz sonuglarina gore, kontrol plagindan alinan
absorbanslarin ortalamasi % 100 kabul edilmistir. Kontrol plaginin absorbansi, test
kuyucuklarindan alinan absorbanslarin  ortalamalari ile karsilastiriimigtir.
Aflatoksinlerin farkli derisimlerdeki toksisiteleri Sekil 4.4 ve Sekil 4.5teki
grafiklerde gosterilmistir (n=6).

100 7
90 1

80 1

70 1

60

50 1

mDan| m0ani
=24 saat

=46 saat

=24 saat
=48 saat

Hiicre canlihg (%)
Hiicre canlihdr (%)

W72 saat =72 saat

mlani ulani

=24 saat u24 saat

Hiicre canlihg (%)
Hiicre canlihg (%)

=48 saat 46 saat

272 saat =72.5aat

Aflatoksin k trasyonu (ppb)

Sekil 4. 4 Farklh konsantrasyonlardaki AFB1 ¢dzeltilerinin hicre canliliklari Gzerine
etkisi (a: kontrol; b: dusuk basing plazmasi uygulanmig; c: atmosferik plazma
uygulanmig; d: 1sinlama islemi uygulanmis aflatoksin g¢ozeltileri)
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Aflatoksinler disik konsantrasyonlarda bile hicre canlihdini % 30-40 oraninda
etkilemektedirler (Sekil 4.4a). Bu nedenle aflatoksin ¢ozeltileri ve pargalanma
artnlerinin  sitotoksik etkilerinin  karsilastirmali olarak belirlenmesi amaciyla
hicrelerin yarisini élduren doz baz alinmistir. Sekil 4.4’e gére tum aflatoksin
konsantrasyonlari igin 48 saate kadar hucre sayisi onemli oranda azalmis ve 48.
saatten sonra inkUbasyon suresi artisiyla beraber canlh kalan hucreler tekrar

cogalmigtir.

Sekil 4.4’e goére kontrol 6rneginde 300 ppb aflatoksin konsantrasyonu canlihgin %
50 oraninda azalmasina neden olmustur. 300 ppb ve Uzeri dozlar 6zellikle etkin
zaman dilimi olan 48. saatte hicre canliiginda buylk oranda azalmaya neden
olmaktadir. Sekil 4.4b dusik basing plazmasi uygulanmis érneklere ait canlihk
egrisine gore 1000 ppb konsantrasyon hari¢ hicre canlihginin buyltk oranda
korundugu goérulmastur. Atmosferik plazma ve 1sinlama (Sekil 4.4c, Sekil 4.4d)
uygulamalari da aflatoksinleri blyuk oranda indirgeyebildigi icin hicre o6lum

oranlari bu uygulamalarda da buyuk oranda azalmistir.
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Sekil 4. 5 Farkh konsantrasyonlardaki TopAF ¢dzeltilerinin hlcre canhliklar
uzerine etkisi (a: kontrol; b: disik basing plazmasi uygulanmis; c: atmosferik
plazma uygulanmis; d: 1sinlama islemi uygulanmis aflatoksin ¢ozeltileri)
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TopAF ¢ozeltilerinin kontrol 6rneklerine ait denemeleri (Sekil 4.5a) bu ¢ozeltinin da
300 ppb ve Uzeri konsantrasyonlarda yuksek oranda toksik oldugunu
gOstermektedir. Dusuk basing ve atmosferik plazma uygulamalarinda hicre
Olimleri blylk oranda azaltimis ve 6zellikle 72. saatte % 60’larin Uzerinde bir
hdcre canlilik orani elde edilmistir. Bu durum her iki islemin aflatoksinleri daha az

sitotoksik olan maddelere parcaladiklarinin bir gostergesidir.
4.6. Plazma Uygulamalarinin Spor Morfolojileri Uzerindeki Etkileri

Hazirlanmis olan spor ¢ozeltileri distk basing ve atmosferik plazma sistemlerinde
belirlenmis olan optimum plazma parametrelerine tabi tutulmustur. DUsuk basing
plazmasi igin 100 W-30 dk hava plazmasi uygulanirken; atmosferik basing
plazmasinda uygulanan parametreler séyledir: % 100 referans voltaj-25 kHz-60

m/min-3000 L/saat-3 mm tarama arali§i-103,5 sn hava plazmasi uygulanmistir.

SEM ile incelenen A. flavus ve A.parasiticus sporlarina ait goruntiler Sekil 4.6’da

verilmigtir. Her islem igin 3 farkli géruntd bulunmaktadir.

Sekil 4.6 a-c ve Sekil 4.6 d-fde plazma islemine tabi tutulmamis sporlara ait
goOruntllerde, tim spor yapisi agik sekilde goézikmektedir. Spor yluzeyleri diz
olmamakla birlikte hafif partzlU bir yuzeye sahiptirler. Bu parazlGligin bir kisminin
SEM goruntist alinmadan once spor fiksasyon asamalarinda kullanilan alkol

¢ozeltilerinden kaynaklandigi dusunulmektedir.

Sekil 4.6 g-j ve Sekil 4.6 k-m’de atmosferik basing plazma sistemi ile muamele
edilmis A. flavus ve A. parasiticus sporlarina ait SEM gortntulerine gére plazma
uygulanmamis sporlarla karsilastirildiginda atmosferik plazma uygulamasinin spor
dis yapilarinda meydana getirdigi deformasyon agikca belli olmaktadir. Ozellikle
hldcre duvarinin pargcalanmasi sonucunda ortama dagiimig olan stoplazmik yapilar

acikca bellidir.

Sekil 4.6 n-p ve Sekil 4.6 r-t'de dusuk basing plazma sistemi ile muamele edilmis
A. flavus ve A. parasiticus sporlarina ait SEM gortntuleri goértlmektedir. Dusuk
basing plazma sisteminin spor dis yuzeylerinde daha blytk oranda deformasyona
neden oldugu gorulmektedir. DusUk basing plazma sisteminin ¢alisma kosullari
0,4 mbardan dusuk oldugu igin spor dis yuzeylerinde dehidratasyon kaynakl
blizusmelere de neden olmaktadir. Atmosferik plazma sisteminde hlicre duvarina

etki eden fiziksel etmenler aktif plazma tirlerinin yaninda plazma probundan ¢ikan
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gazin basincidir. DUsuk basing plazma sisteminde ise aktif plazma turleri ve
vakum ortami hdcre butunligini bozan baslica etmenler olarak karsimiza
cikmaktadir. DUsuk basing sisteminde vakum etkisiyle zayiflamis olan hicre
duvarina aktif plazma turleri daha fazla penetre olabilmektedirler. Dlsuk basing
sisteminde inaktivasyonun sadece reaktordeki vakum etkisinden kaynaklanmadigi
Cizelge 4.6’dan elde edilen verilerle de dogrulanmigtir. Bununla birlikte ¢alisma
kapsaminda plazma uygulamasi sonrasi gercgeklestirilen fiziksel ve kimyasal
analizlerin, yiksek oranda uygulanan vakum etkisinin gidanin besinsel ve teksturel

Ozellikleri Gzerinde meydana getirebilece@i olumsuz etkilerinden bahsedilmistir.

Plazma degradasyon mekanizmasi g6z o6nune alindiginda yuzeydeki sporlar,
plazma uygulamasiyla degrade olmakta ve sonrasinda aktif plazma tarleri alt
katmanlarda bulunan sporlara etki etmektedir (Sekil 2.15). Her iki plazma tlrinde
de ayni inaktivasyon mekanizmasi gergeklesmis ve spor yuzeylerinde mikron
seviyesinde tahribat sonrasi, hicre duvari gegirgenligi artisi ve parcalanmasi
gbzukmektedir. Bu mekanizmalarla birlikte UV 1ginlari, serbest radikaller ve diger

aktif plazma turleri tahribata ugramis hiicre duvarina rahatca etki etmektedirler.
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Sekil 4. 6 A. flavus ve A. parasiticus sporlarinin SEM gérintileri: a-c: islem
gérmemis A. flavus; d-f: islem gdrmemis A. parasiticus; g-j: Atmosferik plazma
uygulanmig A. flavus; k-m: Atmosferik plazma uygulanmig A. parasiticus; n-p:
Dusuk basing uygulanmig A. flavus; r-t: DUguk basing uygulanmis A. parasiticus
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5. TARTISMA

Tezin temel amagclarindan biri olan kuf sporlarinin dekontaminasyonu iglemi,
yaratilan zorlu ¢alisma kosullarinda (a,>0,85, dusuk uygulama zamani) bile basari
ile gercgeklestirilerek yaklasik 5 logaritmalik bir indirgenme saglanmistir. Kaf
sporlari basarili sekilde besiyerinden alinarak test 6érneklerine yapay olarak inokule
edilmis ve aflatoksin Uretimi igin gerekli optimum kosullar saglanmistir.
inokiilasyondan sonra gerceklestirilen optimum aflatoksin dretimi icin gerekli
inkUbasyon suresi yaklasik olarak literatturde verilmig olup, hem kuiflerin maksimum
¢ogaldigi hem de aflatoksinlerin maksimum Uretiminin saglandigi kosullarda
dekontaminasyon islemi gerceklestiriimistir. iki farkli plazma uygulamasindan
sonra spor miktarinda buyuk oranda disme gorullrken, bu sporlarin dogal olarak
uretebilecekleri maksimum  alfatoksin  konsantrasyonlarinda plazma ile
dekontaminasyonun da saglanabildigini gostermek amaciyla 1-1000 ppb

konsantrasyon araliklarinda saf aflatoksin ¢ozeltileri ile caligiimistir.

Tezin bir diger amaci olan detoksifikasyon kapsaminda yapilan c¢alismalar,
findigin, pul bibere gore aflatoksin Uretimi igin daha elverigli bir gida materyali
oldugunu gdstermigtir. Ayrica yapay olarak aflatoksin solisyonlari ile kontamine
edilmis drneklerden aflatoksin detoksifikasyonu, findiklarda daha basarili sekilde
gergeklestirilmistir. Bunun sebebinin pul biber orneklerinin ylksek su aktivitesi
degerlerinde birbirine yapisarak aktif plazma tarlerinin sporlara etki etmesini

Oonlemesinden kaynaklandigi disunulmektedir.

Duaguk basing plazma sistemi, kapal bir reaktor sistemi oldugu igin
dekontaminasyon islemi gerceklestirilirken olusan reaktif tlrler ile sistemden disari
cikabilecek organik atiklarin vakum pompasi tarafindan sistemden uzaklastirilabilir
olmasi, bu sistemin daha guvenli olmasini saglamaktadir. Atmosferik basing
plazmalarn bu baglamda cevreye olumsuz etki edebilecek reaktif tlrler ve
mikrobiyolojik kalintilari uzaklastirabilecek bir sistem dizinine sahip degildir. Buna
karsin atmosferik plazmalar, sanayi ortaminda ilgili sisteme kolayca adapte
edilebilir olmasi yaninda son zamanlarda paket materyalinin igerisinde de plazma
fazini olusturabilecek sistemler gelistiriimesine olanak saglamasi gibi avantajlara

sahiptir.
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Yuksek toksisiteye sahip, kuflerin sekonder metabolitlerden olan aflatoksinler,
uygulanan plazma ve 1sinlama islemleri sonucu yapisal bazi degisikliklere maruz
kalabilmektedirler. Plazmalar dogal yapisi geregi, icerdigi radikaller ve UV iginlari
sayesinde kimyasal bozulma ve fotodegradasyon yoluyla aflatoksinlerin
parcalanmasina neden olmaktadir. Olusan bu ikincil GUrdnlerin, hucre
metabolizmasindaki etkilerinin incelenmesi amaciyla fare fibroblast hucreleri ile
MTT testleri gergeklestiriimis olup, elde edilen sonuglar neticesinde kantitatif
olarak miktarinin azaldigi belirlenen aflatoksinlerin daha az toksisiteye sahip
olduklari tespit edilmistir. Dolayisiyla plazma uygulamalari, azalan spor sayisi,
dusen aflatoksin konsantrasyonu ve daha az zararl kimyasal bilesene sahip Urin
elde edilmesini saglamistir. Plazma, nano dizeyden birka¢ mikron dizeye kadar
etki edebilen Ozelligi ile ornek yuzeyine buyuk tahribat vermeden yuzeydeki
sporlari inaktive etmistir. Plazmanin sporlar Uzerindeki etkileri SEM goruntuleriyle
de belirlenmistir. Bu goérUntllerde, plazma uygulamasi sonrasinda spor hicre
duvarinin yapisal olarak bozuldugu ve sitoplazmik materyalin digari ¢iktigl acikca
gorunttlenmistir. Dolayisiyla, tez kapsaminda hedeflenen dekontaminasyon ve

detoksifikasyon ana giktilarina ulagiimigtir.

Tezin bir diger ana hedefi de plazma ve iginlama iglemi uygulanan findik ve pul
biber o6rneklerinin fizikokimyasal &zelliklerinde meydana gelen degisimin
belirlenmesidir. Buna gore nem ile a,, degeri en dusuk olan ornekler duguk basing
plazmasi uygulanan findik ve pul biber érnekleri olurken, HunterLab parametreleri
bakimindan findik 6érnegi icin uygulamalar arasinda belirgin bir fark bulunmamistir.
Buna karsin pul biber 6rneginde atmosferik plazma ve isinlama uygulamasi
sonrasinda renkte kararma olmustur. DUusuk basing plazmasi ¢alisma kosullar 0,4
mbar duzeyinde oldugu icin gidalarda bulunan Ozellikle serbest suyun
buharlagsarak gidadan uzaklasmasina neden olmaktadir. Matriks yapidan digariya
dogru c¢ikan su, Ornek yuzeyinde gobzle gorulemeyecek dizeyde Kkapiler
genislemelere neden olmakta ve dolayisiyla érneklerin aktif plazma tlrlerine daha

¢ok maruz kalmasini saglamaktadir.

Plazma ve i1sinlama sonrasi findik drneklerinde yad miktari diserken pul biber
orneklerinde yag miktari artmigtir. Bunun pul biberin yaprak/pul (flake) seklinde
olmasi ve uygulama direncinin (gidanin aktif plazma turlerini engelleme kapasitesi)

dusuk olmasindan kaynaklandigi dusunulmektedir. Reaktor bazli bakildiginda ise
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yuzey alani/ hacim orani pul biberde findiga gore ¢ok daha fazladir. Dolayisiyla
nem kaybi daha fazla olmakta ve Ornekte birim agirliktaki yag miktari da

artmaktadir.

Serbest asitlik (SA) degeri uygulamalar sonrasinda findik ve pul biber érneklerinde
artmistir. Serbest asitler, yaglarin hidrolizi ve oksidasyonu sonucu olusurlar.
Uygulanan yontemler okside edici ortamlar olusturduklari igin belirli oranlarda
orneklerin SA degerlerini yukseltmistir. Her iki gida o6rnegi icin U¢ uygulama
sonrasinda peroksit degeri (PD) artarken, en ylksek PD de@erine atmosferik
plazma uygulanmis 6rnek ulasmigtir. Atmosferik plazma ve gama iginlamasinin
atmosferik plazma kosullarinda gerceklestirimesi ve dolayisiyla ortamda bulunan
atmosferik oksijenin yaninda plazma uygulamasinin neden oldugu ekstra
oksidasyon, PD degerinin daha da ylkselmesine neden olmaktadir. Dlsuk basing
plazmasinda bu durum, kapali dustuk basin¢ plazma reaktdrinde daha kontrolll

gerceklesmekte ve meydana gelen kayip minimuma indirgenmektedir.

Findik érneginde uygulamalar sonrasinda toplam fenolik madde icerigi diserken,
pul biber érneginde atmosferik plazma hari¢ artis goralmustar. Isinlanmis findik
ornegdi hari¢, dusuk ve atmosferik basing uygulanmis orneklerin tokoferol igerigi
degismezken, pul biber o6rneginde her U¢ uygulama sonrasi tokoferol igerigi
dismis ve en ylksek tokoferol igerigine atmosferik plazma uygulanmis 6rnek

ulagsmistir. Pul biber de ise ayni 6rnek igin % 10’luk bir azalma gergeklesmistir.

Yapilan fiziksel ve kimyasal analizler neticesinde drneklerde 6zellikle bazi biyoaktif
bilesenlerde  azalma  godzlenirken, tlketici begenisini  olumlu/olumsuz
etkileyebilecek fizikokimyasal degisimler de belirli oranlarda meydana gelmistir.
Gidalarda meydana gelen bu degisimler, plazma uygulamasi sirasinda olusan
aktif tarler, UV radyasyonu ve sicaklik parametrelerine; érneklerin doner reaktoérin
donusu esnasinda reaktor duvari ve birbirlerine surtinmelerine; dusuk basing
plazmasinda vakum, atmosferik plazmada atmosferik basincta plazma olusumu
icin Uflenen gaza bagh olarak gerceklesmektedir. Plazmanin kif dekontaminasyon
ve aflatoksin detoksifikasyonu konusunda gelecek vadeden bir teknoloji oldugu tez

kapsaminda gercgeklestirilen deneylerle kanitlanmistir.
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EK-1

AFLATOKSIN ILE KONTAMINE OLMUS LABORATUVAR MALZEMESININ
DEKONTAMINASYONU

Aflatoksinler son derece toksik maddeler olduklarindan bu maddeler ¢ok dikkatle
ele alinmalidir. MUmkUn olan her asamay! ¢eker ocak altinda yapmaya gayret
edilmelidir. Koruyucu eldiven kullanmaya 0zen goOsterilmelidir. Egder kristal
aflatoksinlerle caligiliyorsa, elektrostatik yapilarindan 6tird c¢alisma alanina

dagiima olasiligi géz dnunde bulundurulmalidir.

Eger aflatoksin iceren ¢ozelti gcalisma alanina dokulirse, Uzerine %1 NaOCI ilave

edilmelidir. 10 dk bekledikten sonra Uzerine % 5 aseton ilave edilmelidir.

Aflatoksinle temas eden batin cam malzeme metanol ile galkalanir, su dolu
kovaya su hacminin % 1'i kadar NaOCI (¢amasir suyu) ilave edilir, cam
malzemeler kovaya atilir, 2 saat sonra toplam hacmin % 5’i kadar aseton ilave
edilir. 30 dk beklenir ve malzemeler iyice yikanir. Aflatoksin icerme ihtimali
oldugundan her iki filtrenin de altinda kalan numune ekstraktlari camasir suyu

ilave edilmis su dolu kovaya dokular.

Metanol igeren atiklar baglh bulunulan enstitinin/tesisin atik politikasina goére

deg@erlendiriimek Uzere ayri bir atik toplama kabinda biriktirilir.

Malzemelerdeki gamasir suyu ve deterjan kalintilar iyi durulanmadiklar takdirde
floresans yayinim yapabilirler. Bu durum florometreden alinan sonuglarin hatali
pozitif olmasina yol agabilir. Bunu 6nlemek igin camasir suyu ve deterjanla temas

eden cam malzemeler durularken azami 6zen gosterilmelidir.

AOAC. 1990. Official methods of analysis of the Association of Official Analytical
Chemists. 15th edition. Washington, DC, Association of Official Analytical

Chemists.
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EK-2

Atmosferik plazma uygulanmig pul biber érneklerine ait (i¢ boyutlu grafik
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Atmosferik plazma uygulanmig pul biber érneklerine ait (i¢ boyutlu grafik
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