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Bu calismada farkli ekstraksiyon metotlarinin Antep fistiginda aflatoksin ve zeytinde OTA {izerine etkileri ile
rafinasyon iglem basamaklarinin Antep fistig1 yaginda aflatoksin ve zeytinyaginda OTA iizerine etkileri aragtirilmigtir.

Antep fistig1 6rneklerinden yag ekstraksiyonu i¢in, dogal kontamine 6rnekler ve 15 pg/kg Toplam Aflatoksin
astlanmis 6rnekler olmak tizere iki farkli 6rnek grubu kullanilmistir. Caligmada soguk sikim, kavrulmus drneklerden soguk
sikim, n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonu ve petrol eteri ile soxhlet exktraksiyonu metotlari kullanilarak yag ekstraksiyonu
yapilmustir. Yag ekstraksiyonu metotlarinin her iki 6rnek grubunda da aflatoksinin yaga gecisi lizerine etkili oldugu ve
metotlar arasinda farklilik bulundugu belirlenmistir. Dogal kontamine 6rneklerde, Antep fistig1 yagina en diisik toplam
aflatoksin gecisi %9.04 oraniyla n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonunda gergeklesmis, bunu %11.30 oraniyla petrol eteri
ile soxhlet ekstraksiyonu takip etmistir. Yaga en fazla aflatoksin gegisinin %17.18 oraniyla kavrulmus 6rneklerden soguk
sikim metodu ile %18.39 oraniyla soguk sikim metotlarinda gergeklestigi tespit edilmistir. Aflatoksin asilanmis Antep
fist1ig1 6rneklerinde ise yaga en diisiik aflatoksin gecisi %10.80 oraniyla n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonunda ile %12.12
orantyla petrol eteri ile soxhlet ekstraksiyonu metodunda gergeklemis, bunlart %17.10 oraniyla kavrulmus Srneklerden
soguk sikim metodu takip etmis ve yaga en yiiksek aflatoksin gegisi %19.20 oraniyla soguk sikim metodunda
gerceklesmistir.

Zeytin 6rneklerinden yag ekstraksiyonu igin, dogal kontamine 6rnekler ve 15 pg/kg OTA agilanmig Srnekler
olmak tizere iki farkli 6rnek grubu kullanilmistir. Calismada soguk sikim, sicak sikim, n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonu
ve petrol eteri ile soxhlet ekstraksiyonu metotlari kullanilmistir. Her iki 6rnek grubunda da yag ekstraksiyonu metotlarinin
OTA’nin yaga gegisi iizerine etkili oldugu ve metotlar arasinda farklilik bulundugu belirlenmistir. Dogal kontamine zeytin
orneklerinde, zeytinyagina en diisiik OTA gegisi % 8.98 orantyla petrol eteri ile soxhlet ekstraksiyonu ile %14.84 oranryla
n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonu metodunda gergeklesmis, en yiiksek OTA gecisi ise %30.33 oraniyla sicak pres metodu
ve %34.46 oraniyla soguk pres metodu ile yapilan yag ekstraksiyonu metodunda gergeklestigi tespit edilmistir. OTA
agilanmig Orneklerde zeytinyagina en diisiik OTA gecisi, % 6.23 oraniyla petrol eteri ile soxhlet ekstraksiyonunda
gerceklesmis, bunu %17.23 oraniyla n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyon metodu takip etmis, en yiiksek OTA ge¢isinin ise
%36.80 oraniyla sicak pres metodu ile %39.94 oraniyla soguk pres metodunda gerceklestigi tespit edilmistir.

Rafinasyon ¢aligmasinda, rafinasyon islem basamaklarinin Antep fistig1 yaginda aflatoksin ve zeytinyaginda
OTA iizerine etkilerini belirlemek i¢in degumming, nétralizasyon ve agartma prosesleri kullanilmistir. Antep fistig1 yagi
calismasinda aflatoksin icermeyen Antep fistig1 yagina 15 pg/kg aflatoksin asilanmis ve bu yag 6rneklerine rafinasyon
islemi uygulanmistir. Antep fistig1 yaginda aflatoksinleri azaltmada en etkili islem basamag1 %69.50’lik oranla degumming
olmus, bunu %58.19’luk oran ile nétralizasyon ve % 21.49’lik oran1 ile agartma izlemistir. Rafinasyon isleminin bitiminde
Antep fistig1 yaginda aflatoksin miktarinin %90.33 oraninda azaldig: tespit edilmistir.

Zeytinyagi caligmasinda ise, zeytinyag: drneklerine 15 pg/kg miktarinda OTA asilanmis ve rafinasyon isleminin
OTA iizerine etkileri incelenmistir. Calisma sonucunda zeytinyaginda OTA {izerine en etkili ydontemin % 92.37°lik oranla
notralizasyon oldugu, bunu % 39.04 orami ile agartma ve % 49.25 orani ile degumming’in izledigi belirlenmistir.
Rafinasyon isleminin bitiminde zeytinyagindaki OTA miktarinin %97.80 oraninda azaldig1 belirlenmistir.

Antep fistig1 ve zeytin ile yapilan caligmalar sonucunda hem aflatoksin, hem de OTA miktarlarinin yag
ekstraksiyonu ve rafinasyon islem basamaklarinin kombine uygulanmasiyla son iiriinde aflatoksin/OTA miktarinin oldukca
diistik seviyelere diisiiriilebilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikotoksin, Antep fistig1, Zeytin, Yag Ekstraksiyonu, Rafinasyon
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ABSTRACT

In this study, the effects of different extraction methods on aflatoxin in pistachios and OTA in olives and the
effects of refining process steps on aflatoxin in pistachio oil and OTA in olive oil were investigated.

Two different sample groups were used for oil extraction from pistachio samples, both naturally contaminated
samples and 15 pg/kg total aflatoxin inoculated samples. In the study, oil extraction was carried out using cold pressed,
cold pressed from roasted samples, soxhlet extraction with n-hexane and soxhlet extraction with petroleum ether. It was
determined that the oil extraction methods were effective on the transfer of aflatoxin to the oil in both sample groups and
there were differences between the methods. In the study conducted with naturally contaminated pistachio samples, the
lowest Total aflatoxin transfer to pistachio oil occurred in soxhlet extraction with n-hexane with a rate of 9.04%, followed
by soxhlet extraction with petroleum ether with a rate of 11.30%. It was determined that the highest amount of aflatoxin
transfer to the oil occurred in the cold pressed method from roasted samples with a rate of 17.18% and the cold pressed
method with a rate of 18.39%. In the study using pistachio samples spiked with aflatoxin, the lowest aflatoxin transfer to
the oil was achieved in the soxhlet extraction with n-hexane with a rate of 10.80% and the soxhlet extraction method with
petroleum ether with a rate of 12.12%, followed by the cold pressed method from the roasted samples with a rate of 17.10%.
The high aflatoxin transfer rate was 19.20% in the cold pressed method.

Two different sample groups were used for oil extraction from olive samples, both naturally contaminated
samples and 15 pg/kg OTA inoculated samples. Cold pressed, hot pressed, soxhlet extraction with n-hexane and soxhlet
extraction with petroleum ether were used in the study. In both sample groups, it was determined that the oil extraction
methods were effective on the transfer of OTA to the oil and there were differences between the methods. In the study
conducted with naturally contaminated olive samples, the lowest OTA transfer to olive oil was obtained by soxhlet
extraction with petroleum ether with a rate of 8.98% and with soxhlet extraction with n-hexane with a rate of 14.84%; The
highest OTA transfer was detected in the hot press method with a rate of 30.33% and the cold press method with a rate of
34.46%, respectively. The lowest OTA transfer from OTA spiked olive samples to olive oil was achieved in soxhlet
extraction with petroleum ether with a rate of 6.23%, followed by the soxhlet extraction method with n-hexane with a rate
of 17.23%; It was determined that the highest OTA transfer was realized in the hot press method with a rate of 36.80% and
the cold press method with a rate of 39.94%.

In the refining study, degumming, neutralization and bleaching processes were used to determine the effects of
refining process steps on aflatoxin in pistachio oil and OTA in olive oil. In the pistachio oil study, 15 pg/kg aflatoxin was
spiked into aflatoxin-free pistachio oil and the effects of refining process steps on aflatoxin were investigated. The most
effective step in reducing aflatoxins in pistachio oil was degumming with 69.50%, followed by neutralization with 58.19%
and bleaching with 21.49%. At the end of the refining process, it was determined that the amount of aflatoxin in pistachio
oil decreased by 90.33%.

In the olive oil study, 15 pg/kg OTA was spiked into olive oil samples and the effects of refining process steps
on OTA were investigated. As a result of the study, it was determined that the most effective method on OTA in olive oil
was neutralization with a rate of 92.37%, followed by bleaching with a rate of 39.04% and degumming with a rate of
49.25%. At the end of the refining process, it was determined that the amount of OTA in olive oil decreased by 97.80%.

As a result of the studies carried out with pistachios and olives, it has been determined that the amount of
aflatoxin/OTA in the final product can be reduced to very low levels with the combined application of oil extraction and
refining process steps in both aflatoxin and OTA amounts.

Keywords: Mycotoxins, Pistachio, Olive, Oil Extraction, Refining
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1. GIRIS

Mikotoksinler; bazi kiifler tarafindan iretilen diisik molekiil agirligina sahip, sekonder
metabolitlerdir. Tarimsal iriinlerde kiif gelisimi ve mikotoksin olusumu siklikla goriilmektedir.
Mikotoksinlerin gidalarla birlikte viicuda alinmasi, akut ve kronik birgok hastaliga sebep olmaktadir.
Aflatoksinler ve Okratoksinler basta olmak tizere Siklopiazonik Asit, Zearalenon, Patulin,
Deoksinivalenol, Trikotesenler ve Fumonisin gibi mikotoksinler gidalarda yaygin olarak tespit
edilmektedir. Mikotoksin iireticisi oldugu tespit edilen yaklasik 400 kiif tiirii olmasina ragmen,
baslica mikotoksin ireticisi kiifler Aspergillus, Penicillium, Fusarium ve Alternaria
tirleridir.(Magan ve Olsen, 2004; Kabak ve Var, 2008; Bhat ve Reddy, 2017; Abdolmaleki ve ark.,
2021).

Mikotoksinler arasinda en yiiksek toksik etkiyi aflatoksinler gostermektedir. Aflatoksinler;
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ve Aspergillus nomius tarafindan tretilen basta sert
kabuklu meyveler, yagli tohumlar, hububat iiriinleri ve bazi kuru meyveler olmak iizere birgok gidada
tespit edilen, karsinojen etkiye sahip bir mikotoksin grubudur. Kimyasal olarak bifuran halkasi ve
lakton bagi igeren kumarin derivatlar1 yapisinda olan aflatoksinlerin 4 ¢esidi (AFB1, AFB,, AFG;: ve
AFG;) gidalarda yaygin olarak bulunmaktadir (Boutrif, 1998; Versilovskis ve Mi, 2006).

Yine onemli bir mikotoksin grubu olan Okratoksinler ise klorlu bir izokumarin bilesigi
yapisinda olup, bazi Aspergillus ve Penicillium kif tiirleri tarafindan iretilen ve basta tahillar olmak
tizere, kahve cekirdegi, sarap, kuru iiziim, kakao, kurutulmus meyveler, karma yemler ve zeytinde
siklikla tespit edilen mikotoksinlerdir. Okratoksin grubuna ait 10’dan fazla bilesik mevcut olmasina
ragmen, insanlarda toksik etkiyi sadece Okratoksin A (OTA) gostermektedir. Giinliik diyette diisiik
dozlarda OTA maruziyetinin, Balkan Endemik Nefropatisi adli kronik bobrek hastaligina yol agtigi
bilinmektedir (Magan ve Olsen, 2004; Gil-Serna ve ark., 2018).

Gida ve yem maddelerinde mikotoksin olusumu, neden oldugu saglik risklerinin yam sira,
biiyiik ekonomik kayiplar1 da beraberinde getirmektedir. Mikotoksin ile kontamine olmus gidalarin
ticareti diinya genelinde kisitlanmakta ve yasal limitlerin {izerinde mikotoksin tespit edilen tiriinler
cogunlukla imha edilmektedir (Asim ve ark., 2011). Mikotoksinler genellikle kiif miselinden gidaya
dogru salgilandiklar i¢in, miseller uzaklastirilsa bile gidada mikotoksin varligi devam etmektedir,
bu sebeple mikotoksin ile miicadelenin en 6nemli unsuru mikotoksin olusumun engellenmesi olarak
goriilmektedir. Mikotoksin olusumu engellenemediginde ise, gidalardan mikotoksinleri
uzaklagtirmak i¢in fiziksel, kimyasal wve biyolojik bir¢ok detoksifikasyon metodunun
uygulanabilirligi uzun yillardir arastirilmalara konu olmaktadir. Fiziksel detoksifikasyon igin
pisirme, mikrodalga ile 1s1l islem, kavurma, 1sinlama ve UV 1s1k altinda ayirma prosesleri, Kimyasal
detoksifikasyon i¢in adsorban maddeler (bentonit ve aktif karbon) ve hidrolize edici maddelerin
(amonyak) kullanimi1 ile biyolojik metot olarak laktik asit bakterileri, bifidobakterler ve

flavobakterlerin kullanildigi islemlerin etkinligi arastirmalara konu olmustur. Bu metotlardan



bazilarinda biiyiik basar1 saglanmis ve sanayide kullanimi rutin metot olarak yerlesmistir (Heperkan
ve ark., 1994; Fooladi ve Farahnaky, 2003; Oztekin ve ark., 2005; Zorlugeng ve ark., 2008; Kabak,
2009; Méndez-Albores ve ark., 2009; Var ve ark., 2011; Chen ve ark., 2014; Hojnik ve ark., 2021).

Yerfistig1, aycicegi, misir, pamuk tohumu, susam, zeytin, Antep fistig1 ve badem gibi yagh
tohum ve meyvelerde mikotoksin olusumu siklikla goriilmektedir. Bu iriinlerde bulunan lipid
molekiilleri, kiif gelisimi ve mikotoksin olusumu i¢in 6nemli bir karbon kaynagi gorevi gérmektedir,
bu da mikotoksin biyosentezini artirici bir etki saglamaktadir. Bu tiriinlerin mikotoksijenik kiiflerle
kontaminasyonu genellikle hasat dncesi donemde gergeklesmektedir. Yiiksek sicaklik, yogun yagis
ve bagil nem gibi cevresel kosullarin olusmasiyla hizli bir kiif {iremesi ve dolayisiyla mikotoksin
olusumu gergeklesmektedir. Ayrica hasat sonrasinda kurutma ve depolama islemlerinin uygun
olmayan sartlarda yapilmasi da mikotoksin olusumuna neden olmaktadir (Abalaka ve Elegbede,
1982; Elangovan ve Kalyanasundaram, 2000; Banu ve JohnPaul Muthumary, 2010; Mahoney ve
Molyneux, 2010; Bordin ve ark., 2014; Battilani ve ark., 2016; Mimoune ve ark., 2016).

Bitkisel yaglar, mekanik basing veya organik ¢oziiciiler araciligiyla tohum veya meyveden
ayrilarak elde edilmektedir. Yag eldesi i¢in kullanilan metotlar elde edilecek olan yagin
hammaddesine ve kullanim sekline gore degiskenlik gostermektedir. Ekstraksiyondan elde edilen
yaglara ham yag denilmektedir. Baz1 yaglar ham olarak tiiketilebilmekte, ham olarak tiiketilemeyen
yaglar ise rafine edildikten sonra tiiketilebilir hale gelmektedir.

Bu ¢alismada farkli yag ekstraksiyonu metotlarinin Antep fistigindan aflatoksin ve zeytinden
OTA’nin yaga gecisleri iizerine etkileri ile Antep fistig1 kiispesinde kalan aflatoksin ve zeytinyagi
pirinasinda kalan OTA miktarlar1 incelenmistir. Bunun yani1 sira rafinasyon islem basamaklarmin

Antep fistig1 yagindaki aflatoksin ve zeytinyagindaki OTA miktarlar {izerine etkileri arastirilmastir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Mikotoksinler

Mikotoksinler, bazi kiifler tarafindan gida ve yemlerde sekonder metabolit olarak iiretilen,
bir grup toksik kimyasal bilesiktir. Mikotoksinlerin viicuda alinmasi, insan ve hayvanlarda akut ve
kronik bir¢ok saglik problemine neden olmaktadir. (Heperkan ve ark., 1994; Cserhati ve ark., 2013).

Mikotoksinler ile ilgili aragtirmalar 1960 yilinda Ingiltere’de yaklasik 100.000 hindinin
oliimiine neden olan bir hastaligin kaynagiin bulunmasi ile baglamistir. S6z konusu olayda hastalik
etmeninin A. flavus’un irettigi bir toksinden (aflatoksin) kaynaklandigi anlagilmigtir. Sonrasinda
mikotoksin caligmalar1 artarak devam etmistir. Gilinlimiizde yaklasik 400 farkli mikotoksin
tanimlamistir, ancak bunlardan aflatoksinler, fumonisinler, sitrinin, patulin, OTA, zearalenon,
deoksinivalenol ve trikotesenler gida giivenligi ve insan saglig1 agisindan 6ne ¢ikmaktadir (Zijden ve
ark., 1962; Var, 1988).

Dogada binlerce kiif tiirii var olmasina ragmen, bunlarin tiimii mikotoksin iiretme yetenegine
sahip degildir, yaklasik 350 kiif tiirlinlin mikotoksin f{ireticisi oldugu yapilan c¢alismalarda
belirlenmistir. En 6nemli mikotoksin iireticisi kiifler ise Aspergillus, Fusarium ve Penicillium
tirleridir (Gianessi, 2009).

2.1.1. Aflatoksinler

Mikotoksinler arasinda en bilineni aflatoksinlerdir. Aflatoksinler, bazi1 Aspergillus tiirleri
tarafindan sentezlenen ve bir¢ok gidada siklikla tespit edilen bilesiklerdir. Aflatoksinlerin 18 farkli
tirti tespit edilmistir ancak toksik etki bakimindan 4 ana bilesigi (AFB1, AFB2, AFG;: ve AFG,)
bulunmaktadir Aflatoksin tiirlerinin isimlendirilmesi ultraviyole 151k altinda verdigi floresans renkler
baz almarak yapilmistir. Mavi floresans verenler Blue (Mavi) kelimesinin bas harfi kullanilarak
AFB;1ve AFB,, yesil floresans verenler ise Green (Y esil) kelimesinin bag harfi kullanilarak AFG; ve
AFG; olarak adlandirilmigtir. Aflatoksin Mi ve Aflatoksin M ise Milk(Siit) kelimesinin bag
harfinden tiiretilmistir. AFMi: ve AFM,, AFB; ve AFB2’nin hidroksillenmis metabolitleridir ve
aflatoksinler ile kontamine yem tiiketmis olan ¢iftlik hayvanlarindan elde edilen siit ve siit
uriinlerinde tespit edilmektedir (Giirbay ve ark., 2006; Klich, 2007).

Aflatoksinler kimyasal olarak bifuran halkasi ve lakton bagi iceren kumarin derivatlaridir.
AFB; bilesigi AFB1' in, AFG; bilesigi ise AFG;' in dihidro formlaridir. Sekil 2.1.”de aflatoksinlerin

kimyasal formiilleri goriilmektedir.
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Sekil 2.1. Aflatoksinlerin kimyasal yapis1 (Ktosowski ve ark., 2010)

Aflatoksinler, normal pisirme sicakliklarina ve pastorizasyon sicakliklarina karsi dayanikli
yapidadirlar, dolayistyla molekiillerinin bozunabilmesi i¢in ¢ok daha yiiksek 1s1l islem uygulanmasi
gerekmektedir. Cizelge 2.1.’de aflatoksin bilesiklerinin kimyasal yapilari, erime sicakliklari ve kapalt

formiilleri verilmistir.

Cizelge 2.1. Aflatoksin Bilesiklerinin Kimyasal Yapilari ve Kapali Formiilleri (Anonymus,1;
Vijaya-Kumar, 2018)

Aflatoksin Kimyasal Formiilii Erime Noktasi (°C)
AFB; C17 H1z Os 268

AFB; C17 His Os 287.5

AFG; Ci7 H12 Oy 245

AFG; Ci17 H1407 238.5

AFM; C17H1207 299

AFM, C17H1407 293

Aflatoksinlerin Saghga Etkisi

Aflatoksinler yiiksek seviyede toksik dzellik gdsteren bilesiklerdir. Insanlarin aflatoksinlerle
etkilesimi gidalar vasitasi ile gerceklesmektedir. Aflatoksinli gidalarin tiiketilmesiyle ortaya ¢ikan
hastalik aflatoksikoz olarak adlandirilmistir. Aflatoksikoz vakalart hem akut hem de kronik olarak
gortilebilmektedir (Naieni ve ark., 2020).

Gidalarin tiikketiminden kisa bir siire i¢inde ortaya c¢ikan ve yiiksek diizeyde aflatoksin
maruziyetinin oldugu durumlarda akut aflatoksikoz vakalar1 goriilmektedir. Akut aflatoksikoz vaka
bazinda aralikl1 olarak ortaya ¢iksa da, diinyanin birgok tilkesini biiylik salginlarla etkilemistir. Akut
vakalarda toplu oliimler goriilebildigi gibi; sarilik, ates ve diyare, gibi semptomatik rahatsizliklar da
goriilebilmektedir. 1974 yilinda Hindistan’da misir unu tiiketimi sonucunda ortaya ¢ikan akut

aflatoksikoz salgininda hastalarda sarilik, ates, kusma ve anoreksi semptomlar1 goriilmiis ve



hastalarin yaklasik %30’unun 61diigii raporlanmistir. 1981 yilinda Kenya'da misir ve misir iiriinii
kaynakli 20 hastada benzer klinik belirtilerle aflatoksikoz teshisi konulmus ve bu salgin sonucunda
12 kisi 6lmiistiir. Yine Kenya’da 2004 yilinda, misir ve musir {irlinii kaynakli yasanan aflatoksikoz
salgiminda 317 hastanin 125’inin 61digi bildirilmistir (Ngindu ve ark., 1982; Méndez-Albores ve
ark., 2009; Domijan ve Peraica, 2010; Clavel ve Brabet, 2013; Gupta ve ark., 2017).

Aflatoksinlerin 6limciil olmayan dozlar ise kronik bir toksisiteye neden olabilmektedir.
Uzun siire diisiik doz aflatoksin maruziyeti sonucunda ortaya ¢ikan kronik aflatoksikoz, akut
aflatoksikozdan daha yaygindir. Viicut iizerine etkileri doza, maruz kalma siiresine, aflatoksinin
tiirline, kisinin bagisiklik kuvvetine ve diyet veya beslenme durumuna gore degisebilmekle beraber
kronik maruziyetin en ¢ok bilinen saglik etkisinin karaciger kanseri oldugu tespit edilmistir. Diger
kronik toksik saglik etkileri ise teratojenik ve mutajenik etkileridir (Sinnhuber ve ark., 1977; Asim
ve ark., 2011).

Aflatoksinlerin hepatotoksisitesi ve karsinojen etkileri yapilan birgok ¢alisma ile kesinlik
kazanmustir, bu nedenle Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi (IARC) tarafindan uzun bir siiredir
1. grup insan karsinojeni olarak siniflandirilmislardir (IARC, 2002). Bu hastalik, AFB:’in viicutta
timor baskilama gorevini yapan p53 genine baglanarak yapisim1 bozmasi neticesinde
gergeklesmektedir. p53 geninin insan kanserlerinde en sik mutasyona ugrayan gen oldugu ve tim
insan kanserlerinin yaklagik %350'sinde bu mutasyon goriildiigii belirlenmistir. Diyetle AFB;
alimmin, p53 geninin 249 kodonundaki G—T transversiyonlar1 sonucunda karaciger kanseri
hastaliginin olugsmasina neden oldugu tespit edilmistir. (Bressac ve ark., 1991; Lunn ve ark., 1997;
Van Vleet ve ark., 2006)

Aflatoksin Ureticisi Kiifler

Ug farkl1 Aspergillus tiiriiniin (A. flavus, A. parasiticus ve A. nomius ) aflatoksin olusturma
yeteneklerinin oldugu bilinmektedir. Aflatoksin ¢alismalar1 ilk basladiginda sadece A. flavus’un
aflatoksin trettigi diistiniilmekteydi, ancak sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda diger tiirlerin de
aflatoksin iireticisi oldugu belirlenmistir. (Ozkaya ve Temiz, 2003; Doster ve ark., 2009). Cizelge

2.2’de aflatoksin iiretici kiifler tarafindan iiretilen mikotoksinler goriilmektedir.

Cizelge 2.2. Aflatoksin Ureticisi Kiifler Tarafindan Uretilen Mikotoksinler (Feddern, 2013)

Tiir Urettigi Mikotoksinler

A. flavus AFB;, AFB; ve Siklopiazonik Asit
A. parasiticus AFB;, AFB,, AFG; ve AFG;

A. nomius AFB1, AFB,, AFG; ve AFG;




Aspergillus tiirleri toprak kdkenli olup, dogada yaygin bir sekilde bulundugu i¢in birgok iklim
kosulunda kolayca iireyebilmektedir. Misir, yerfistigi, badem, Antep fistigi, pamuk, incir, kayis1 ve
biber gibi bir¢ok tarimsal iiriinde siklikla aflatoksin varligi tespit edilmektedir. Bu firiinlerde
aflatoksin olusumu c¢ogunlukla hasat Oncesinde, kurutma sirasinda veya depolama sirasinda
gerceklesebilmektedir (Lavkor ve ark., 2018; Clavel ve Brabet, 2013; Giirhayta ve Cagindi, 2016).

Hasat oOncesinde aflatoksin olusumu, ¢evresel kosullarla bagli olarak degiskenlik
gostermektedir. Aflatoksin olusumu icin en O6nemli kosullar sicaklik, nem, pH, ortamin gaz
kompozisyonu ve koloni biyikligidir. A. flavus, genis bir sicaklik araliginda (12-48°C)
gelisebilmesine karsin, optimum gelisme sicakligi 37 °C’dir. Maksimum toksin iiretimini ise 25
°C’de yapmaktadir (Pitt, 1993; Rustom, 1997).

A. flavus ve A. parasiticus diger bazi Aspergillus tiirleri ile birlikte kserofilik kiifler iginde
yer alir. Aspergillus'larin optimum gelismeleri i¢in gereken su aktivitesi degeri 0.97-0.99 olmakla
birlikte, gelisimlerini 0.80 su aktivitesi degerinin altinda da siirdiirebilirler. Aflatoksin olusumu igin
gereken su aktivitesi degerleri A. parasiticus i¢in 0.87; A. flavus i¢in 0.83’tiir. Aflatoksin olugturan
kiiflerin en yiiksek diizeyde aflatoksin olusturmalar1 pH 5.0-6.0' da gergeklesir (Tunail, 2000; Ozkaya
ve Temiz, 2003).

Antep fisuginda Aflatoksin Limitleri

Aflatoksinlerin ¢ok diigiik miktarlarinin bile akut durumlarda kansere neden oldugunun tespit
edilmesinden sonra, biitiin iilkeler aflatoksin riski tasiyan gidalara 6zgii yasal limitler belirlemistir.
Ulkemizde aflatoksinlerin gidalarda maksimum bulunma limitleri “Tiirk Gida Kodeksi (TGK)
Bulasanlar Yonetmeligi’nde belirlenmistir. Ulkemiz Gida Mevzuati Avrupa Birligi (AB)
yonetmelikleriyle uyumlu olarak yiiriirliige girmektedir. AB, 2006 yilindan beri (2006/1881)
yiiriirlikte olan “Gidalar I¢in Maksimum Bulasanlar Yoénetmeligi”ni 2023 yilinda (2023/915)
giincellemistir. Giincellenen yonetmelikte Antep fistiginda aflatoksin igin belirlenen limitlerde
(AFB1:8 ng/kg; Toplam Aflatoksin:10 pg/kg) bir degisiklik yapilmadigi i¢in, bu konuda iilkemiz
yonetmeligi ile AB yonetmeligi uyum halindedir. (Anonim 1; Anonymus 2). TGK ve AB
yonetmeliklerinde belirlenmis olan, Antep fistig1 icin maksimum aflatoksin limitleri Cizelge 2.3’de

verilmistir.



Cizelge 2.3. Antep Fistiginda Aflatoksin Limitleri (ug/kg) (Anonim 1)

No GIDA MADDELERI Maksimum Limit (pg/kg)
. Toplam
AFLATOKSIN B1
(B1+B2+G1+G2)

Badem, Antep fistig1 ve kayisi ¢ekirdegi (dogrudan
insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni
olarak kullanilmadan Once ayiklama veya diger

fiziksel iglemlere tabi tutulacak olan)

Badem, Antep fistig1 ve kayisi ¢ekirdegi (dogrudan
2 |insan tiikketimine sunulan veya gida bileseni olarak 8 10

kullanilan)

2.1.2. Okratoksinler
Okratoksinler, ¢esitli Aspergillus ve Penicillium tiirleri tarafindan sekonder metabolit olarak
iretilen mikotoksinlerdir. Okratoksin grubuna dahil on farkli molekiil mevcuttur, bunlar arasinda en

yaygin ve toksik olan1 Okratoksin A (OTA)' dir. OTA’nin kimyasal yapisi Sekil 2.2°de

H
N7 ¢
= G
Cl

Sekil 2.2. OTA’nin Kimyasal Yapisi (Z6llner ve Mayer-Helm, 2006)

goriilmektedir.

OTA iireten kiifler farkli iklimlerde ve farkli bitkilerde biiyiiyebildigi i¢in tarim tirlinlerinin
OTA ile kontaminasyonu diinyanin her bdlgesinde meydana gelebilir. OTA, tahillar ve tahil iiriinleri
(ekmek, bira vs.), tiziim ve tiziim {iriinleri (sarap, kuru iiziim vs.) kakao, kahve, zeytin ve zeytinyagi

gibi ¢ok c¢esitli gidalarda tespit edilebilmektedir (Bayman ve ark., 2002; Var ve ark., 2009).

OTA’min Saghk Uzerine Etkileri
OTA insanlar ve hayvanlar igin toksik etkiye sahip bir metabolittir. Baslica etkisi ise

nefrotoksisite hastaligidir. OTA igeren gidalarin diizenli tiiketimi sonucunda bobreklerde OTA



birikmekte ve bunun sonucunda Balkan Endemik Nefropatisi (BEN) adli bobrek bozuklugu hastaligi
meydana gelmektedir. Ayrica, OTA’nin saglik iizerine immunosupresif, teratojenik, genotoksik ve
karsinojenik etkileri de bulunmaktadir. Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC) OTA’y1
olas1 karsinojen (Grup 2B) olarak siniflandirmistir (IARC, 2002).

OTA Ureticisi Kiifler

OTA iireten ti¢ ana kiif tiirii P. verrucosum, A. ochraceus ve A. carbonarius'tur. Bu kiiflerin
her biri fizyoloji ve ekoloji agisindan farklilik gdsterdigi i¢in, kontamine ettikleri gidalar da farklilik
gostermektedir (Gupta, 2011).

P. verrucosum'un ana habitatt Kuzey Avrupa ve Kanada'nin serin ve iliman iklimlerindeki
tahil bitkileri oldugu i¢in, tahil iirtinlerinde siklikla OTA tespit edilebilmektedir. Bu tahillar1 tiikketen
hayvanlardan elde edilen peynir ve et triinleri gibi iiriinlerde de OTA bulunabilmektedir. Buna
karsilik, A. ochraceus iiziim, nohut, findik, biber ve kuru meyve gibi kurutulmus ve depolanmis
gidalarda yaygin olarak bulunmaktadir. Bu nedenle {iziim ve sarapta OTA kontaminasyonuna siklikla
rastlanmaktadir.  A. niger cogunlukla A. carbonarius ile birlikte bulunur ve genellikle sicak
iklimlerde findik, taze meyve ve bazi sebzelerden izole edilir. Ancak, A. niger izolatlarinin sadece
%1-2'sinin OTA iirettigi rapor edilmistir (Var ve ark., 2007; Magan ve Olsen, 2004; Zulfigar ve ark.,
2015).

Zeytinde OTA Limitleri

OTA, olasi karsinojen olarak siniflandirilan bir mikotoksin oldugundan, diinya ¢apinda gida
otoriteleri OTA’nin gidalarda maksimum bulunma limitleri i¢in yasal diizenlemeler yapmislardir.
Tiirk Gida Kodeksi (TGK) Bulasanlar Yo6netmeliginde OTA’nin, bebek gidalari, {iziim ve {iziimden
iiretilen iriinler, baharatlar, tahillar ve kahve iirlinleri i¢cin maksimum bulunma yasal limitleri
belirlenmistir. Bu limitler gidaya gore farlilik gostermekte olup 0.5-15 pg/kg araliginda
degismektedir. AB’nin 2023 yilinda giincellenen “Gidalar Igin Maksimum Bulasanlar
Yonetmeligi”nde (2023/915), bir¢ok yeni gida (hurma surubu, Antep fistigi, kurutulmus otlar,
bitkisel infiizyonlarda kullanim i¢in zencefil kurutulmus kokleri, bitkisel inflizyonlarda yeya kahve
ikamelerinde kullanim i¢in kurutulmus hatmi kokleri, kurutulmus karahindiba kokleri, portakal
cicekleri, aycekirdegi, kabak g¢ekirdegi, karpuz c¢ekirdegi, kenevir tohumu ve soya fasulyesi) icin
maksimum OTA bulunma tist limiti belirlenmistir, ancak yurtigi ve yurtdisi birgok ¢aligmada zeytin
ve zeytin iriinlerinde OTA tespit edilmis olmasina ragmen, TGK, AB ve diger yurtdisi kodekslerde

bu triinler ile ilgili heniiz yasal bir iist limit belirlenmemistir (Anonim 1, Anonymus 2).

2.1.3. Yagh Tohumlar ve Bitkisel Yaglarda Mikotoksin Varhgi
Yagli tohumlar ve meyveler, ¢evresel kosullarin etkisiyle kolayca mikotoksinlerle kontamine

olabilmektedir. Yiiksek sicakliklar, yogun yagis ve bagil nem, kiif tiremesi ve mikotoksin {iretimi



icin son derece elverigli kosullardir. Basta aflatoksinler, olmak iizere zearalenon, OTA,
deoksinivalenol ve sitrinin gibi mikotoksinler yagli tohumlarda sikga goriilmektedir (Samarajeewa
ve ark., 1983; Bordin ve ark., 2014; Mahmoudi ve ark., 2014).

Yagl tohumlarda mikotoksin iiretimi, ham maddenin cinsine ve bilesimine bagli olarak
farklilik gostermektedir. Ornegin yer fistig1 aflatoksin iiretimi igin uygun bir besin bilesimine
sahipken, soya fasulyesi bilesiminde ¢ok az ¢inko (fitik asit ile kompleks halinde) bulunmasi
nedeniyle aflatoksin tiretimi i¢in iyi bir substrat olmadigi belirlenmistir (Banu ve Muthumary, 2010).

Karbon, azot, amino asitler ve eser elementler gibi besin maddeleri kiiflerin mikotoksin
sentezi lizerine etki etmektedir. Bunlara ek olarak, yagli tohumun bilesimindeki serbest ve esterlesmis
yag asidi molekiillerindeki ¢ift baglarin sayisinin yiiksek olmasi, aflatoksin iiretimini artirmaktadir
(Fanelli ve Fabbri, 1989; Cuero ve ark., 2003).

Yagl tohumlarin yani sira yenilebilir yaglarda da mikotoksin varlig: tespit edilebilmektedir.
Bu durum hammaddede olusan mikotoksinin proses sirasinda yaga ge¢isiyle gerceklesmektedir
(Bordin ve ark., 2014). Yapilan tarama ¢aligmalarinda birgok bitkisel yagda mikotoksin

bulanabilecegi gosterilmistir.

Bitkisel Yaglarda Aflatoksin Varhg ile Ilgili Yapilmis Olan Calismalar

Samarajeewa ve ark., (1983), Sri Lanka’da yaptiklar1 bir caligmada yerel iireticilerden
topladiklar1 115 hindistan cevizi yag1 6rneginde ortalama 186 pg/kg AFB; tespit etmislerdir.

Banu ve Muthumary, (2010) Karnataka’da bulunan ayg¢icek yagi rafinerisinden iretilen
aycicek yaglarinda AFB; kontaminasyonunu arastirdiklart ¢aligmada, toplamda 23 ham yag
orneginin 10’unda AFB; tespit ederken, rafinasyon sonucunda yag orneklerinde AFB;: tespit
edememislerdir.

Elzupir ve ark., (2010) Sudan'da kiigiik 6lgekli fabrikalardan, marketlerden topladiklari 21
adet yer fistig1 yag1 ve 19 adet aycicegi yag1 6rneginde aflatoksin varligini arastirdiklar: ¢aligmada,
yer fistigi yaginda 5.7-100 pg/kg araliginda Toplam Aflatoksin tespit etmisler, ay¢igek yaginda ise
0.6-175.7 pg/kg araliginda Toplam Aflatoksin tespit etmislerdir.

Idris ve ark., (2010) Sudan’in Kordofan, Gezira ve Hartum eyaletlerinden 28’1 yerfistigi yagi,
16’s1 susam yagi ve 8’1 pamuk yagi olmak ilizere 56 yemeklik yag orneginde AFB: varligini
aragtirmiglardir. Calisma sonucunda susam yagi Orneklerinin 7’sinde (% 43.75) 0.2-.08 pg/kg
araliginda ve yerfistig1 yag1 6rneklerinin 1’inde (% 3.57) 0.6 ng/kg AFB; tespit etmislerdir. Pamuk
yag1 drneklerinin higbirinde AFB; tespit edememislerdir.

Yang ve ark., (2011) Cin Halk Cumhuriyeti’nin Hebei eyaletinde 76 yemeklik yag 6rneginde
LC-MS/MS yontemini kullanarak aflatoksin varligini arastirmislardir. Analize aldiklar1 76 6rnegin
31’1 yerfistig1 yagi, 31’1 karisim yagi, 7’°si soya yagi, 5’1 misirozii yagi, 1°1 aygigek yagi ve 1°1 balik
yagindan olusmaktadir. Caligma sonucunda yerfistig1 yagi drneklerinin %48.4’tinde 0.15-2.72 ng/kg



araliginda, karisim yagi 6rneklerinin ise %19.4’tinde 0.14-0.24 ng/kg araliginda Toplam Aflatoksin
bulundugunu tespit etmislerdir.

Deng ve ark., (2018) Cin Halk Cumhuriyeti’nde yerfistig1 yaginda AFB: ve Bisfenol A’nin
UPLC-MS/MS cihazinda birlikte analiz edildigi bir metot gelistirmislerdir. S6z konusu metot
uygulanarak yapilan ¢alismada yerel marketlerden toplanan 52 yerfistig1 yaginin 43’iinde 0.5-69.40
ng/kg araliginda AFB; tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Qi ve ark., (2019) Cin Halk Cumhuriyeti’nin Guangdong eyaletinde, 209’u 2016 yilinda,
218’1 de 2017 yilinda olmak {izere, yerel cift¢ci marketlerinden topladiklar1 427 yerfistig1 yagi
orneginde AFB; varligini arastirmislardir. 2016 yilinda alinan 6rneklerin 47’°sinde (%22.5) ortalama
29.4 ng/kg AFB; ve 2017 yilinda alinan 6rneklerin 33’iinde (%15.10) ortalama 17.10 pg/kg AFB;1
bulundugunu tespit etmislerdir.

Chen ve ark., (2019) Cin ve Etiyopa’da satilan 48 yemeklik yag 6rneginde AFB; varligini
arastirmislardir. Orneklerin 27’sini Cin’den alinan 6rnekleri olusturmustur ve bu 6rneklerin 8’inde
0.03-2.23 pg/kg AFB;: bulundugunu tespit etmislerdir. Etiyopya’dan alinan 21 6rnegin ise 12’sinde
0.07-100 pg/kg AFB; bulundugunu tespit etmislerdir.

Wagas ve ark., (2021)Pakistan’da 213’1 yerli tiretim ve 180’1 ithal edilmis yaglardan olmak
tizere toplam 393 yemeklik yag drneginde (ay¢igek yagi, soya yagi, kanola yagi, zeytinyagi, misirozii
yagi, hardal yag1) aflatoksin varligimi arastirmiglardir. Caligma sonucunda 25 yerli iretim aygicek
yag1 6rneginin 15’inde ortalama 15.10 pg/kg, 20 ithal ay¢igek yagi 6rneginin 12’sinde ortalama 11.16
ng/kg, 15 yerli liretim soya yaginin 10’unda ortalama 25.61 ug/kg, 18 ithal soya yagmin 9’unda
ortalama 5.93 pg/kg, 50 yerli iiretim kanola yagiin 22’°sinde ortalama 11.80 pg/kg, 42 ithal kanola
yagimin 18’inde ortalama 9.25 pg/kg, 18 yerli liretim zeytinyaginin 8’inde ortalama 12.78 pg/kg, 20
ithal zeytinyag1 6rneginin 8’inde ortalama 7.47 pg/kg, 55 musirdzi yerli iiretim misirdzii yaginin
20’sinde ortalama 8.83 pg/kg, 45 ithal misirdzii yaginin 10°unda 3.98 pg/kg, 50 yerli iiretim hardal
yaginin 28’inde 13.43 pg/kg ve 35 ithal hardal yaginin 21’inde 11.56 pg/kg Toplam Aflatoksin
bulundugunu tespit etmislerdir.

Poormohammadi ve ark., (2021) iran’m batisinda bulunan Hamadan bélgesindeki yerel
marketlerden ve iireticilerden topladigi 18’1 yerfistig1 yagi, 15’1 susam yag1 ve 10’u zeytinyagi olmak
iizere toplam 43 yemeklik yag drneginde aflatoksin varligini arastirmiglardir. Calisma sonucunda
yerfistig1 yag1 orneklerinin 15’inde (% 83.13) ortalama 13.81 pg/kg ve susam yagi drneklerinin
9’unda (% 83.13) ortalama 6.08 pg/kg Toplam Aflatoksin ile zeytinyagi orneklerinin 6’sinda
(%60.19) 5.15 pg/kg Toplam Aflatoksin bulundugunu tespit etmislerdir.

Jive ark., (2022) Cin Halk Cumhuriyeti’nde marketlerden ve yag fabrikalarindan topladigi
63 yag orneginde aflatoksin varligini arastirmislardir. Caligmada marketlerden toplanan 6rneklerin
6’s1 soya yag1, 9’u susam yag1, 5’1 kanola yagi, 17°si yerfistig1 yagi, 4’ aygicek yagi, 7°si misirozii

yagi, 8’1 zeytinyagi, 3 i piring kepegi yagi, 2’si pamuk yagi, 1’1 kamelya yagi ve 1’1 de palm yagidir.
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Calisma sonucunda 6rneklerin 25’inde (%39.7) 1.10-88.3 ng/kg araliginda Toplam Aflatoksin tespit
etmislerdir.

Var ve Tekin (2022), Adana piyasasindan topladiklar1 50 rafine aygicek yagi ve 44 rafine
misirdzii yaginda aflatoksin varligini aragtirmislardir. Caligma sonucunda aygicek yagi 6rneklernin
16 (%32)’sinda 0.06-0.198 ug/kg araliginda, misir 6zii yagi 6rneklernin ise 28 (%63.63)’inde 0.03-
0.144 pg/kg araliginda Toplam Aflatoksin varligini tespit etmislerdir.

Bitkisel Yaglarda OTA Varligu ile Ilgili Yapumis Olan Calismalar

Papachristou ve Markaki, (2004), Yunanistan’da 1998-2001 yillar1 arasinda piyasadan
topladiklar1 50 zeytinyagi 6rneginin 44’tinde ortalama 0.267 pg/kg diizeyinde OTA varlig1 tespit
etmislerdir. Orneklerin 9’unda OTA miktarmin 0.06-0.10 pg/kg araliginda oldugu, 15’inde 0.10-0.20
ng/kg araliginda oldugu, 10’unda 0.20-0.50 pg/kg araliginda oldugu ve 10’unda 0.50 pg/kg ‘dan
daha ytiksek oldugu bildirilmistir.

Finoli ve ark. (2006), Sicilya’da iiretilen 28 sizma zeytinyagi ile yesil ve siyah zeytinden
olusan toplam 45 adet ornekte OTA varligini inceledikleri ¢alismada; zeytinyaglarinin 13’tinde
0.052-0.244 pg/kg araliginda, zeytinlerin ise 30’unda 0.101-8.391 pg/kg araliginda OTA varligim
tespit etmislerdir.

Ferracane ve ark. (2007), Italya ve Kuzey Afrika’dan topladiklar1 30 zeytinyag érneginin
AFB; ve OTA igerigini tespit etmek i¢in yaptiklar caligmada; 6rneklerin 24’{inde ortalama 2.01
ug/kg OTA, 3’iinde ise ortalama 1.3 pg/kg AFB; bulundugunu tespit etmiglerdir.

Dazkir, (2010) Istanbul piyasasindan topladigi 30 zeytin ve 30 zeytinyagi &rneginde
aflatoksin varligini aragtirmistir. Arastirma sonucunda zeytin drneklerinin 22’sinde 0.54-2.99 pg/kg
araliginda, zeytinyagi 6rneklerinin ise 25’inde 0.36-2.10 pg/kg araliginda OTA tespit etmistir. Ayrica
1 zeytin ve 1 zeytinyag1 drneginde 0.03 pg/kg miktarinda aflatoksin tespit etmistir.

Var ve Tekin (2022) Adana piyasasindan 39’u natiirel sizma zeytinyagi ve 14’ riviera
zeytinyagi olmak iizere toplam 53 zeytinyagi 6rneginde OTA varhigimi arastirmislardir. Caligsma
sonucunda natiirel sizma zeytinyagi orneklerinin 24 (%61.54)’tinde 0.12-9.15 ng/kg araliginda,
riviera zeytinyag1 6rneklerinin ise 2 (%14.29)’sinde 0.12-0.15 ng/kg araliginda OTA varlig: tespit

etmislerdir.

2.2. Bitkisel Yag Uretimi

Yag endiistrisinde iretilen bitkisel yaglar, yaklasik 22 farkli hammaddeden temin
edilmektedir. Aygigegi, misir, pamuk tohumu (gigit), soya, yerfistigi, susam, kanola ve aspir gibi tek
yillik bitkiler yag sanayisinin en 6nemli hammaddeleridir. Cok yillik bitkilerden ise zeytin, hindistan
cevizi ve palm (hurma) yag endiistrisinde yiiksek miktarlarda kullanimi olan tiriinlerdir. Yag tiretimi
genellikle tohuma bir 6n islem uygulandiktan sonra, 6nce kirma devaminda ise presleme etkisi ile

yag ve kiispenin ayrilmasi ilkesine dayanmaktadir. Presleme islemi ile yag tam olarak elde
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edilememekte, bir miktar yag kiispede kalmaktadir. Kiispede kalan yag kimyasal ekstraksiyon ile geri
kazanilarak kiispe yagsiz hale getirilmektedir. Elde edilen ham yagin durumuna goére rafinasyon
islemi gergeklestirilmektedir. Rafinasyon islemi genellikle degumming, notralizasyon, agartma,
deodorizasyon ve vinterizasyon basamaklarindan olugmaktadir (Shahidi, 2005; Matthdus, 2007).

Yagli tohumlardan rafine yag elde edilme prosesi Sekil 2.3.’de gosterilmistir.

YAGLI ONTSLEM
TOHUM (KURUTMA —_— KIRMA _— PRES
NEMLENDIRME)
HAM YAG
/ KUSPE
B - . DEGUMMING
AGARTMA NOTRALIZASYON
HAM YAG
VINTERIZASYON __p[ DEODORIZASYON ]

Sekil 2.3. Yagli Tohumlardan Rafine Yag Elde Edilmesi (Shahidi, 2005; Matthéus, 2007)

2.2.1. Antep fistign Yag Uretimi

Antep fistig1, sakizagacigiller (Anacardiaceae) familyasindan Pistacia cinsine ait sert
kabuklu bir meyve tiiriidiir. Pistacia cinsine ait 11 tiir vardir ve bu tiirler arasinda ticari bir degeri
olan ve tarimi yapilan tek tiir Antep fistig1 (Pistacia vera L.)’dir (Bozorgi ve ark., 2013).

Pistacia tiirlerinin kokenine yonelik yapilan arastirmalarda, Tiirkmenistan, Afganistan ve
[ran iiggeni arasinda kalan Bati Asya Bolgesi ile Gaziantep, Suriye ve Filistin hatt1 {izerindeki
Ortadogu Bolgesinin bu tiirlerin anavatani oldugu kabul edilmistir (Woodroof, 1994; Xie ve ark.,
2014; Ozbek ve ark., 2020). Antep fistiginin (Pistacia vera L.) kiiltiire alinmas ise Hitit Uygarlig1
tarafindan Anadolu topraklarinda gerceklesmistir. Ustiin lezzet o6zellikleri sayesinde, kral
sofralarinda 6nemli bir yere sahip olan Antep fistiginin diger bolgelere yayilmasi ise MS 1. yiizyil
civarlarinda Roma Uygarligi’nin seferleri ile gerceklesmistir. Bu sayede Akdeniz havzasindaki
bir¢ok bolgeye yayilmistir. Kuzey Amerika’ya gegisi ise 19. yy’da gergeklesmistir (Kafkas ve Perl,
2001).

Gilinlimiizde Antep fistig1 tarimi, diinyanin subtropik iklim kusagindaki bolgelerinde yogun
olarak yapilmaktadir. Antep fistiginin yiiksek periyodisite egilimi gdstermesi, yani bir y1l yiiksek
verim alimirken sonraki yil ¢ok diisiik verim alimiyor olmasi, Antep fistig1 yetistiricisi olan iilkelerin
yillik iiretim miktarlariin ve diinya siralamasindaki yerlerinin her yil farklilik gostermesine neden

olmaktadir. Periyodisite kaynakli iiretim miktar1 dalgalanmalarini elemine etmek icin bir
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tilkenin/bolgenin {iretim miktar1 hesaplanirken son bes yilin ortalamasi alimmmaktadir. Sekil 2.4’ te

son bes yila ait Antep fistig1 liretim miktar1 goriilebilmektedir.
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Sekil 2.4. 2017-2021 Yillar1 Aras1 Diinya Antep Fistig1 Ortalama Uretim Miktarlar1 (Anonymus 3)

FAO’nun 2017-2021 yillar1 arasindaki Antep fistig1 iretim verileri incelendiginde, diinyada
en fazla iiretimi yaklasik 411.000 ton ile ABD yapmaktadir. Bunu yaklasik 292.000 ton iiretimiyle
fran ve yaklasik 164.000 ton ortalama iiretimi ile Tiirkiye izlemektedir (Anonymus 3).

Tiirkiye'de Antep fistig1 yetistiriciligi, dogal yayilim alaninda olmas1 ve ekolojisinin uygun
olmasi gibi nedenlerle Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde yogunlasmistir. Ulkemizde bulunan Antep
fistig1 agac sayisinin %90', iiretim alaninin ise %92' si bu bolge tarafindan gergeklestirilmektedir
(Yavuz ve ark., 2016). 2018-2022 yillar1 arasinda iller bazinda tiretim miktarlar1 Sekil 2.5’de
verilmigtir (Anonim 2).
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Sekil 2.5. 2018-2022 Yillar1 Arasi Tiirkiye Antep Fistig1 Ortalama Uretim Miktarlar1 (Anonim 2)
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100 gram kurutulmus i¢ Antep fistiginin bilesiminde % 51.15 yag, % 17.64 protein, % 16.56
karbonhidrat, %4.51 su bulunmakta olup yaklasik 600 kalori igermektedir. (Kii¢iikoner ve Yurt,
2003; Tokusoglu, 2011; Anonim 3).

Antep fistiginda bulunan yag asitlerinin yaklagitk %90°1 doymamis yag asitlerinden
olusmaktadir. Antep fistig1 yaginin yag asitleri kompozisyonu incelendiginde, % 68-70 oleik asit, %
17-18 linoleik asit, % 9-10 palmitik asit, % 2 stearik asit, % 0.50-1.50 palmitoleik asit ve % 0.15-
0.55 oraninda linolenik asit icermektedir. (Kiigiikoner ve Yurt, 2003; Acar ve ark., 2008; Chahed ve
ark., 2008). Kurutulmus i¢ Antep fistiginda bulunan major yag asitleri ve oranlar1 Cizelge 2.5’de
verilmigtir (Ballistreri ve ark., 2011).

Cizelge 2.4. Kuru I¢c Antep Fistiginda Bulunan Majér Yag Asitleri (Ballistreri ve ark., 2011)

Yag Asidi Miktari (%)
Oleik Asit 66.58
Linoleik Asit 11.32
Palmitik Asit 591
Gondoik Asit 5.64
Stearik Asit 4.07
Behenik Asit 1.43
Aragsidik Asit 0.91
Palmitoleik Asit 0.26
Miristik Asit 0.04
Lignoserik Asit 0.02
Margarik Asit 0.02

Antep fistig1 meyvesinden yag ekstraksiyonu mekanik presleme yoluyla yapilabilmektedir.
Mekanik presleme islemi hidrolik pres cihazi ile veya vidali pres cihazi ile yapilabilmektedir.
Hidrolik preste yag ekstraksiyonu igin yaklasik 15 tonluk bir kuvvet uygulanarak i¢ Antep fistig
meyvelerinden yag elde edilebilmektedir. Vidali preste ise Sekil 2.6°da goriildiigii gibi iistten besleme
yapilarak kiispenin ve yagin farkli yerlerden ¢ikisi saglanmaktadir. Kiispenin ¢ikip yagin ayrilmasini
saglamak igin cihazin ¢ikis kismina 1s1 verilmektedir. Bu metotla elde edilen yag 50-55 °C civarinda

bir sicaklik ile cihazdan ¢ikmaktadir (Al Juhaimi ve ark., 2018).
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Sekil 2.6. Vidali Pres Yag Ekstrasiyon Cihazi

2.2.2. Zeytinyag Uretimi

Oleaceae familyasinin bir tiirii olan zeytinin (Olea europaea L.) tarihi neredeyse insanlik kadar
eskidir. Mitolojide baris ve bilgelik sembolii olarak betimlenen zeytin agaci ile ilgili yapilan
arkeolojik ¢aligmalarda, yabani cesitlerin kesfinin 20.000 yil kadar geriye gittigi, giiniimiizde
kullanilan c¢esitlerin ise yaklasik 4.000 yil once kiiltiire alinarak tarimimnin yapilmaya baslandig
belirtilmektedir (Kislev ve ark., 1992; Lanza, 2011; Kiritsakis, 2017).

Zeytin agacinin kokenine iliskin yapilan arastirmalarda, bitkinin anavataninin Hatay,
Gaziantep ve Kilis arasinda kalan bolge oldugu belirlenmistir. Tarihsel siirecte diger bolgelere
yayilimi Suriye {izerinden oncelikle Liibnan ve Misir’a olmus, sonrasinda ise Akdeniz’e kiyisi olan
tim {ilkelere yayilmistir. Halen bu bdlgelerde yaygin olarak zeytin yetistiriciligi yapilmaktadir
(Margaritis ve Jones, 2008; Groman-Yaroslavski ve ark., 2016). FAO’nun 2021 yil1 iiretim verilerine
gore diinya zeytin tiretiminin % 94.5’1 Akdeniz Havzasindaki iilkeler tarafindan karsilanmaktadir.
Zeytin iiretiminde lider konumdaki iilke Ispanya olup, onu sirasiyla Italya, Tunus ve Fas takip
etmektedir. Ulkemiz ise % 7.83 oran ile diinya zeytin iiretiminde besinci sirada yer almaktadir. Sekil

2.7°de 2021 yilinda en fazla zeytin iireten tilkelerin tiretim miktarlari verilmistir (Anonymus 3).
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Sekil 2.7. 2021 Yilinda Diinyada En Fazla Zeytin Uretimi Yapan Ulkeler (Anonymus 3)
Ulkemizde zeytin iiretimi 1liman iklim sartlarmin goriildiigii tiim alanlarda yapilabilmektedir.
Zeytin lretiminin en yogun yapildig: lokasyon Ege Bolgesi’dir. Ege Bolgesini sirasiyla Marmara

Bolgesi ve Akdeniz Bolgesi takip etmektedir (Anonim 2). illere gore zeytin iiretim miktarlar1 Sekil

2.8’de verilmistir.
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356279 332164
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245119 221278
187692
. . =

Hizmir ®WManisa ®Mersin BAydin HBalikesir ®Mugla BHatay MBursa B Canakkale

Uretim Miktari (Ton)

Sekil 2.8. 2021 Yilinda Tiirkiye’de Zeytin Uretiminin Illere Gore Dagilimi (Anonim 2)

Zeytin danesinin yapisi incelendiginde, mumlu bir epikarp, besin icerigi yiiksek bir mezokarp
ve ¢ekirdek tohumunu igeren odunsu bir endokarptan olustugu gériilmektedir. Sekil 2.9’da zeytin

¢ekirdeginin anatomik yapisi goriilmektedir.
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% 1-2 Epikarp

%68-83 Mezokarp

%13-30 Endokarp %2-6 Cekirdek i¢i

Sekil 2.9. Zeytin ¢ekirdeginin anatomik yapis1 (Bianchi, 2003)

Meyvenin bilesimi ise iiretildigi bolgenin ekolojisinden, tarimsal uygulamalara kadar ¢ok
sayida faktore bagli olarak farklilik gostermektedir. Cizelge 2.5°de zeytin meyvesinin besin

bilesenleri goriilmektedir.

Cizelge 2.5. Zeytin Meyvesinin Besin Bilesenleri (Boskou ve ark., 2006)

Adi Miktari (%)
Yag 22.00
Protein 1.60
Karbonhidrat 19.10

Diyet Lif 5.80

Su 50.00

Kiil 1.50

Enerji 143 kcal

Zeytin meyvesi salamura isleminden gegirilip sofralik bir meyve olarak dogrudan
tilketilebildigi gibi, fiziksel islemler yardimi ile yag: ¢ikarilarak dogal bir meyve yagi olarak da
kullanilmaktadir. Diinyada {iretilen zeytinlerin ortalama %90’1 yaglik, %10’u sofralik olarak
kullanilirken iilkemizde iiretilen zeytinlerin yaklasik %60-70’1 yaglik, %30-40’1 sofralik olarak
degerlendirilmektedir (Kiritsakis, 2017).

Ulkemiz, zeytinin anavatani oldugu icin zeytin cesitliligi bakimidan olduk¢a zengindir.
Gemlik, Ayvalik, Memecik, Erkence, Domat, Saurani, Sariulak, Kilis Yaglik ve Nizip Yaglik gibi
cok kaliteli sofralik ve yaglik zeytin ¢esitleri yaygin olarak yetistirilmektedir (Tibet, 2022).

Zeytinde yag orani ¢eside gore %10-30 araliginda degismektedir. Zeytinyagi; zeytin agacinin
olgun meyvelerinden mekanik yolla elde edilen, oda sicakliginda sivi olan, berrak, yesilden sartya
degisen renkte, kendine 6zgii tat ve kokuda, dogal olarak tiiketilebilen 6nemli bir bitkisel kaynaklt

yagdir. Zeytinyaginda bulunan major yag asidi bilesenleri ve oranlar1 Cizelge 2.6’da verilmigtir.
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Cizelge 2.6. Zeytinyaginda Bulunan Major Yag Asidi Bilesenleri ve Oranlart (Moulodi ve ark.,

2015)

Yag Asidi Miktar1 (%)
Oleik Asit 55-83
Linoleik Asit 3.5-23
Palmitik Asit 7.5-20
Stearik Asit 0.5-50
Linolenik Asit 0.1-1.5
Palmitoleik Asit 0.3-3.5

Zeytinyag1 rafine edilmeden tiiketilebilen bir iirlindiir. Zeytinyagi ekstraksiyon prosesi
kendine 6zgii metotlarla yapilmaktadir. Proses baslangicinda zeytin oncelikle kirma prosesinde
hamur haline getirilir, daha sonra bu hamura yag molekiillerinin birlesip damlaciklar haline gelmesi
amactyla malaksasyon (30-40 °C’de 2 saat yogurma) islemi uygulanir. Son olarak presleme ve ayirma
prosesleri sonrasi, zeytinyagi, pirina ve karasu (atik su) elde edilmektedir. Bu islem sonrasi elde
edilen zeytinyagi ham olarak tiiketilebilir haldedir fakat hammaddede yaga isleme 6ncesi enzimatik
veya mikrobiyolojik bir bozunma gergeklesmisse yagin kalitesi de bu durumdan etkilenir. Bu

durumdaki zeytinyaglarina da rafinasyon iglemi uygulanmaktadir (Kiritsakis, 2017).

2.2.3. Yaglarin Rafinasyonu

Presleme ya da ¢dzgen ekstraksiyonu ile elde edilen ham yaglar, degisik miktarlarda yag disi
safsizliklar icermektedir. Bu maddeler; fosfolipidler, renk maddeleri, serbest yag asitleri, kismi
gliseridler, oksidasyon iriinleri, hidrokarbonlar, iz metaller, tat ve koku maddeleri, steroller ve
tokoferollerdir. Bu bilesenlerin pek ¢ogu yagin tat ve koku gibi duyusal 6zellikleri ile raf dmrii
tizerinde olumsuz etkiye sahiptir (Boskou, 2006) Rafinasyon islemi, yag disi safsizliklarin yagin
trigliserit yapisina, tokoferollere ve sterollere miimkiin oldugunca en az zarar verecek sekilde yagdan
uzaklastirilarak yaga tiiketilebilir 6zellikler kazandirmak amaci ile uygulanmaktadir.

Yaglarda rafinasyon islemi genel olarak; yapiskan maddelerin giderilmesi (degumming),
asitlik giderme (ndtralizasyon), renk agma (agartma) ve koku giderme (deodorizasyon) islem
basamaklari ile gergeklestirilmektedir (van Duijn, 2014).

Yaglarda rafinasyonun ilk basamagini olusturan yapiskan maddelerin giderilmesi isleminde
fosfolipidlerin yagdan uzaklastirilmasi i¢in su ve zayif asit ¢ozeltileri (fosforik asit, sitrik asit vb.)
kullanilmaktadir. Yapigskan maddeleri giderilen yag, ikinci asamada asitliginin giderilmesi amaciyla
Sodyum Hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi gibi alkali c¢ozeltiler ile sabunlagsma tepkimesine tabi
tutulmaktadir. Serbest yag asitleri ile alkali ¢ozeltisinin olusturdugu sabun notr yagdan
uzaklastirilarak asitlik giderme islemi tamamlanmaktadir. Bu iglem sirasinda yagda iz miktarda olan

fosfolipidlerin biiyiik bir kismi da yagdan uzaklastirilmaktadir (Matthéus, 2007; van Duijn, 2014).
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Renk agma basamaginda ise adsorban olarak dogal ve asitle aktiflestirilmis agartma topraklari
kullanilarak yagdaki renk maddelerinin, kalan fosfolipidlerin, oksidasyon fiiriinlerinin, iz metallerin
ve sabun kalintilarinin adsorbanlarla tutulup, daha sonra da filtrasyon ile yagdan uzaklastirilmasi
hedeflenmektedir. Son islem kademesinde ise yaga istenmeyen tat ve koku veren maddeler (serbest
yag asitleri, kismi gliseridler, metilik esterler, mumsu maddeler, aldehitler, ketonlar, hidrokarbonlar
ve diger ugucu bilesenler) yiiksek sicaklik ve diisiik basing altinda, su buhar1 distilasyonu ile yagdan

uzaklastirtlmaktadir (Matthéaus, 2007).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Antep fistigx ve Antep fistig1 Yag ile Zeytin ve Zeytinyag Ornekleri

Yag ekstraksiyonu islemleri i¢cin materyal olarak kullanilan Antep fistigi ve zeytin 6rnekleri
piyasadan temin edilmistir. Ornek alimi farkli satis yerleri ve iireticilerden gerceklestirilmis ve her
tiriin grubu icin 20 adet drnek alimi yapilmistir. Antep fistig1 ornekleri, 1 kg’lik parti biytikligii
boyutunda, 2019 yili hasat doneminde Gaziantep ve Mersin piyasasindan temin edilmis olup,
orneklerin tiimii Uzun (Pistacia vera L.) ¢esidinden olusmustur. Ornekler kabuklar1 ¢ikarilmis
formda, kuru i¢ Antep fistig1 olarak kullanilmistir. Zeytin &rnekleri ise 1 kg’lik parti biiytikligii
boyutunda, 2019 y1l1 hasat doneminde Mersin piyasasindan temin edilmis olup, Sar1 Ulak ve Gemlik
cesitlerinden olusmustur. Ornekler yesil zeytin formunda kullanilmustir.

Rafinasyon islemleri i¢in materyal olarak kullanilan Antep fistig1 yagi1 drnekleri 500 mL’lik
siselerde, 2019 yili hasat doneminde Uzun ¢esidi Antep fistigi 6rneklerinden soguk sikim yoluyla
elde edilmis olup, Antepfistig1 Arastirma Enstitlisiinden temin edilmistir. Zeytinyag1 6rnekleri ise,
500 mL’lik siselerde, 2019 y1l1 hasat déneminde, Sar1 Ulak zeytin ¢esidinden natiirel sizma olarak,

Alata Bahge Kiiltlirleri Arastirma Enstitlisiinden temin edilmistir.

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

Aflatoksin ve OTA Immunoafinite Kolonlar1 Vicam (Almanya), Aflatoksin ve OTA analitik
standartlar1 Supelco (ABD), HPLC Kolonu GL Science (Japan), Methanol, Asetonitril, Nitrik Asit,
n-Hekzan, Petrol Eteri, Fosforik Asit ve Sodyum Hidroksit Sigma Aldrich (Almanya), Potato
Dekstrose Agar (PDA) ve Czapex Agar Merck (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Agartma
topragi olarak Clariant (Almanya) firmasinn trettigi Tonsil Optimum 210 FF kullanilmistir. Tim

kimyasallarin miimkiin olan en yiiksek saflikta olmasina 6zen gosterilmistir.

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

HLPC-FLD - Shimadzu RF/20A (Japonya)
Aflatoksin Tiirevlendirme - Coring Cell (Almanya)
Yag Tayin Cihazi- Gerhardt SOX-414 (Almanya)
Blender- Waring (ABD)

Vakum Manifold/SPE Ekstraksiyon- Agilent (ABD)
Vakum Pompasi- Milliopore (Almanya )

Santrifiij- Hettich Mikro 200R Almanya)

Vorteks karistirici- Velp (italya)

Hassas Terazi- Shimadzu AP225 WD (Japonya)
Ultrasonik Su Banyosu- ElIma S40 (Almanya)
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Su Banyosu-Memmert (Almanya)

Derin Donduruculu Buzdolabi-Vestel (Tiirkiye)
Etiiv- Binder ED 56 (Almanya)

Otoklav- Daihan Maxterile 47 (Giiney Kore)

3.2. Metot

Calismada piyasadan temin edilen Antep fistig1 ve zeytin 6rneklerinde nem tayini, su aktivitesi
tayini, toplam kiif sayimi ve tanimlanmasi yapilip bu hammaddelerin mikotoksin durumlari
degerlendirilmistir. Mikotoksin olarak, Antep fistig1 ve yag1 icin Aflatoksin, zeytin ve zeytinyagi i¢in
OTA analizleri gerceklestirilmistir. Bunlarin yani sira rafinasyon islem basamaklarinin Antep fistig1

yaginda aflatoksin ve zeytinyaginda OTA {izerine etkileri incelenmistir.

3.2.1. Nem Tayini

Antep fistig1 ve Zzeytin Orneklerinde nem tayini Gravimetrik yonteme gore yapilmistir
(Tavakolipour ve Kalbasi-Ashtari, 2008). Bu yonteme gore, dnceden kurutulmus aliminyum kaplara
3’er gram Ogiitiilmiis 6rnekler tartilmistir. Bu 6rnekler 65 °C deki etiivde sabit tartima gelene kadar

kurutulmustur. Ornekler sabit tartima gelince % nem asagidaki formiile gore hesaplanmustir:

R=100- (G3-G1) / (G2-Gy)

R =% Nem

Gs= Son tartim (6rnek agirligi+ kap agirligi)
Go= Ik tartim (6rnek agirhigi+ kap agirlig)

G:= kabin darasi

3.2.2. Su Aktivitesi Tayini
Antep fistig1 ve zeytin orneklerinde su aktivitesi tayini Cukurova Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimiindeki Novasina LabMaster (Lachen, Almanya) marka su aktivitesi cihazinda

yapilmistir.

3.2.3. Toplam Kiif Sayimi ve Tanimlanmasi

Antep fistig1 ve zeytin drneklerinde toplam kiif sayimi ve tanimlanmasi, TS I1SO 21527-2’ye
gore yapilmistir.

Bir erlenmayer igerisine 39 g PDA tartilmig ve saf su ile 1000 mL’ye tamamlandiktan sonra
121 °C’de 15 dakika otoklavlanmugtir. Otoklavdan sonra besiyerinin {izerine, membran filtreden
gecirilerek steril edilmis %10’luk tartarik asit ilave edilmis ve besiyeri pH’1 3.5’e ayarlanmistir. Son

olarak, her bir petride 12.5 mL olacak sekilde petrilere besiyeri dokiilmiis ve sogumaya birakilmustir.
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10 g 6rnek aseptik kosullar altinda tartilarak 90 mL steril peptonlu su ile karistirilmistir. Daha
sonra seri diliisyonlar hazirlanmis, her bir diliisyondan 0,1 mL alinarak petrilere dirigalski spatiilii ile
yayilmistir. Petriler 25 °C’de inkiibasyona birakilmistir. 3. giinde petrilerin kontrolleri yapilmis ve 5.
giinde de sayim alinmigtir.

Izole edilen kiiflerin tiir bazinda tanimlanmas1 Samson ve ark., (1981)’e gére yapilmistir Bu
amagla PDA ve Czapek Dox Agar kullanilmistir. Tanimlamasi yapilacak izolatlar besiyerlerine tek
koloni diisiirme teknigi ile ekilerek 25°C’de 5 giin inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresince
her 24 saatte bir kiif gelisimi takip edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda petri kabinda gelisen
kiif kolonleri koloni morfolojileri ve hiicre morfolojileri bakimindan degerlendirilmistir.

Koloni morfolojilerinin degerlendirilmesi amaciyla koloni boyutu, koloni yiizeyi (pamuksu,
kecemsi, kadife vs.), koloni rengi gibi Ozellikleri incelenmistir. Hiicre morfolojilerinin
degerlendirilmesi amaciyla ise kolonilerden basit preperat hazirlanmis mikroskop altinda (10x, 40x
objektifler kullanilarak) hif yapisi, septa varligi, spor varligi, spor yapilari vb. 6zellikleri incelenmis

ve tanimlamalar yapilmistir.

3.2.4. Aflatoksin Analizleri
Aflatoksin Kalibrasyon Egrilerinin Olusturulmasi

AFG;, AFG;, AFB; ve AFB; i¢in ayr ayr kalibrasyon egrisinin olusturulmasi amaciyla 8
farkli konsantrasyonda standart ¢ozeltiler kullanilmigtir. Bu amagla, AFB; ve AFG; i¢in 0.1, 0.2, 0.4,
0.8, 2, 4, 8 ve 20 pg/L konsantrasyonlarda aflatoksin standartlar1 kullanilirken, AFB; ve AFG; i¢in
0.03, 0.06, 0.12, 0.24, 0.6, 1.2, 2.4 ve 6 pg/L konsantrasyonlarda aflatoksin standart ¢ozeltileri
kullanilmistir. HPLC cihazina enjekte edilen aflatoksin standartlarina karsilik gelen pik alanlarina
gore cihazda bulunan yazilim (LabSolutions V3) kullanilarak 8 farkli noktadan kalibrasyon egrisi

olusturulmustur. AFG;’ye ait kalibrasyon egrisi Sekil 3.1’de verilmistir.
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Sekil 3.1. AFG; Kalibrasyon Egrisi
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AFG;,’e ait kalibrasyon egrisi Sekil 3.2’de verilmistir.
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Sekil 3.2. AFG; Kalibrasyon Egrisi

AFB2 ’ye ait kalibrasyon egrisi Sekil 3.3’de verilmistir.
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Sekil 3.3. AFB; Kalibrasyon Egrisi
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AFB:’e ait ait kalibrasyon egrisi Sekil 3.4°de verilmistir.
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Sekil 3.4. AFB; Kalibrasyon Egrisi

Aflatoksinlerin Geri Kazanimi

Antep fistigr meyvesinde, Antep fistig1 yaginda ve Antep fistig1 kiispesinde aflatoksinlerin
geri kazanim oranlarinin tespit edilmesi amaciyla, aflatoksin icermedigi tespit edilen orneklere 4
pg/L AFBy, 1.2 ng/L AFBy, 4 pg/L AFG: ve 1.2 ng/L AFG: iceren aflatoksin standart ¢ozeltisi ilave
eklenmis, 6rnekler 3 saat karanlik bir ortamda bekletildikten sonra tek kisi tarafindan ayni giin ve

ortamda 5’er adet geri kazanim ¢aligmasi yapilmustir.
% Geri Kazanim asagidaki formiille hesaplanmistir:
% Geri Kazanim = (a/ b) x100
a = Cihazda okunan aflatoksin konsantrasyonu degeri

b = Numuneye ilave edilen aflatoksin konsantrasyonu

Tekrarlanabilirlik degerleri de bu ¢alismanin yiizde bagil standart sapmasi (%RSD) olarak

hesaplanmustir.

Tekrarlanabilirlik degeri asagidaki formiille hesaplanmistir:

% RSD= (Standart Sapma/Ortalama) x 100
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Aflatoksin Tespit ve Olgiim Limiti Calismalart

Tespit limiti (LOD) ve Olgiim Limiti (LOQ) calismalar1 i¢in aflatoksin igermeyen Antep
fistig1, Antep fistig1 yagi ve Antep fistig1 kiispesi 6rneklerine 0.3 pg/L AFG, 1 pg/L AFGy, 0.3 pg/L
AFB; ve 1 ng/lL. AFB; diizeyinde standart ¢ozeltileri eklenmis, 6rnekler 3 saat karanlik bir ortamda

bekletildiken sonra 5’er adet geri kazanim ¢aligmasi yapilmustir.

Tespit limiti ve 6l¢iim limiti asagidaki formiile gore hesaplanmustir:
Tespit Limiti= 3 x SD

Olgiim Limiti= 10 x SD

SD: Standart Sapma

Antep fisnginda Aflatoksin Analizleri

Analizler AOAC 997.07 metoduna gore gerceklestirilmistir. Bu metoda gore 25 g ic Antep
fistig1 numunesi blender kabina alinarak, iizerine 5 g NaCl ve 125 mL methanol:su (80: 20, v/v) ilave
edilmis ve 3 dk yiiksek devirde karistirilmistir. Karisim kaba filtre kagidindan gegirildikten sonra
stiziintliden 15 mL alnip iizerine 30 mL saf su ilave edilerek iyice karistirilmis ve mikrofiber cam
filtreden gecirilmistir. Stiziintiiden 15 mL alinarak, immiinoaffinite kolondan (IAK) saniyede 1 damla
akacak sekilde gecirilmistir. Daha sonra akis hiz1 5 mL/dk’y1 gegmeyecek sekilde 10 mL saf su 2 kez
IAK’dan gecirilerek yikama yapilmigtir. Suyun tamamen uzaklastirilmasi i¢in IAK’dan birkag kez
enjektor yardimiyla hava gegirilmistir. IAK’da tutulan aflatoksini geri kazanim i¢in IAK’dan 1
mL/dk hizla, 1 mL metanol ge¢irilmis ve eluat viale alinmistir. Daha sonra TAK’dan 1 mL ultra saf
su gecirilerek ayn1 vialde toplanmigtir. Boylece vialde toplam hacmi 2 mL olan aflatoksin i¢eren
metanol-su karigimi elde edilmistir. Bu karisim 6nce 30 saniye vortekslenmis ve 0.45 um gozenek
capl teflon filtreden gecirdikten sonra HPLC-FLD’ye enjekte edilmistir. Antep fistig1 6rneklerine

uygulanan aflatoksin analiz metodu akis semasi halinde Sekil 3.5’de verilmistir.
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Blender kabina 25 g Antep fistig1 6rnegi+5 g NaCl konuldu

!

Uzerine 125 mL metanol:su (80:20, v/v) eklendi, 3 dk karistirildi.

!

Karisim kaba filtre kagidindan gegirildi.

!

Stiziintliden 15 mL alinip tizerine 30 mL ultra saf su ilave edildi.

!

Karisim mikrofiber cam filtre kagidindan gegirildi.

!

Filtlrattan 15 mL alind1 ve IAK’dan gegirildi.

!

2 kez IAK’dan 10’ar mL ultra saf su gegirildi

[IAK’dan 1 mL metanol gegirilerek viale alindi

'

IAK’dan 1 mL saf su gegirilerek ayni1 viale alindi

v

Vial vortekslendi

!

HPLC-FLD cihazina enjeksiyon yapildi (100 uL)

Sekil 3.5. Antep Fistig1 Orneklerine Uygulanan Aflatoksin Analiz Metodu

HPLC-FLD Sartlari:

Kolon : C18 ODS-3 Kolon (5 um- 250x4.5 mm)
Akis Hizi ;1 mL/dk

Sicaklik :25°C

Tiirevlendirme Cihazi : Coring Cell

Excitation (Uyaric1 Dalga Boyu) : 360
Emission (Yayilan Dalga Boyu) :430

Mobil Faz : Ultra Saf Su:Asetonitril:Metanol (600:200:300/v:v:v) (Cozeltinin
litresinde 120 mg KBr ve 350 pL 4 Molar Nitrik Asit)
Enjeksiyon Hacmi : 100 puL
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3.2.5. OTA Analizleri
OTA Kalibrasyon Egrilerinin Olusturulmasi

OTA kalibrasyon egrilerinin olusturulmasi amaciyla 7 farkli konsantrasyonda standart
¢ozelti kullanilmigtir. Bu ¢ozeltilerin konsantrasyonu 0.2, 0.4, 0.8, 2, 4, 8 ve 20 pg/L olarak
uygulanmigtir. HPLC cihazina enjekte edilen OTA standartlarina karsilik gelen pik alanlarina gore

cihazda bulunan yazilim (LabSolutions V2) kullanilarak 7 farkli noktadan kalibrasyon egrisi

olusturulmustur. OTA’ya ait kalibrasyon grafigi Sekil 3.6’da gosterilmistir.

9.000.000

8.000.000 y=418424x + 76061
R?=0,9997

7.000.000
6.000.000
5.000.000

4.000.000

HPLC Pik Alani

3.000.000
2.000.000
1.000.000

0
0 5 10 15 20 25

OTA (ug/L)

Sekil 3.6. OTA Kalibrasyon Egrisi

OTA’nin Geri Kazanimi

Zeytin meyvesinde, zeytinyaginda ve zeytin pirinasinda OTA geri kazanim oranlarmin tespit
edilmesi amaciyla, OTA icermedigi tespit edilen 6rneklere 10 ug/kg iceren OTA standart ¢ozeltisi
ilave standart ¢6zeltisi ilave eklenmis, 6rnekler 3 saat karanlik bir ortamda bekletildikten sonra tek

kisi tarafindan ayn1 giin ve ortamda 5’er adet geri kazanim ¢aligmasi yapilmistir.
% Geri Kazanim asagidaki formiille hesaplanmustir.
% Geri Kazanim = (a/ b) x100
a = Cihazda okunan OTA miktar1

b = Numuneye ilave edilen OTA miktar1

Tekrarlanabilirlik degerleri de bu ¢alismanin yilizde bagil standart sapmasi (%RSD) olarak

hesaplanmustir.
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Tekrarlanabilirlik degeri agsagidaki formiille hesaplanmigtir:

% RSD= (Standart Sapma/Ortalama) x 100

OTA Tespit ve Olgiim Limiti Calismalar

Tespit limiti (LOD) ve Olgiim Limiti (LOQ) calismas1 i¢in OTA acisindan temiz érnege 1
ng/kg miktarinda standart ¢6zeltisi eklenmis, 6rnekler 3 saat karanlik bir ortamda bekletildikten sonra
5’er adet geri alma galigmas1 yapilmistir. Tespit limiti ve Ol¢lim limiti asagidaki formiile gore

hesaplanmustir:

Tespit Limiti= 3 x SD
Olgiim Limiti= 10 x SD
SD: Standart Sapma

Zeytinde OTA Analizleri

Ghitaku ve ark. (2006) ve Dazkir (2010)° m c¢alistigi metodlar modifiye edilerek bir
ekstaksiyon prosediirii olusturulmustur. Buna gére 50 g zeytin 6rnegi 100 mL methanol+su (80:20,
v/v) soliisyonu ile karistirilmig ve blenderda 2 dk yiiksek hizda karistirilmistir. Elde edilen karigim
once kaba filtreden daha sonra Whatman No:4 filtre kagidindan gecirilmistir. Bu filtrattan 2 mL
almarak bir tiipe konulmus, tizerine 40 mL PBS eklenerek 1 dakika boyunca yiiksek hizda
vortekslenmigstir. Seyreltilmis filtrat, IAK’dan 2 mL/dak. akig hiz1 ile gegirildikten sonra kolon 20
mL distile su ile yitkanmig ve en son hava gegirilerek kurutulmustur. OTA’nin kolondan elusyonu
icin 1 mL/dk hiz ile 1 mL methanol:asetik asit (98:2) ve 1 mL ultra saf su kolondan gegirilerek viale
alinmigstir. Bu karisim 6nce 30 saniye vortekslenmis ve son olarak 0.45 um goézenek capl teflon
filtreden gecirdikten sonra HPLC-FLD’ye enjekte edilmistir. Zeytin 6rneklerine uygulanan OTA

analiz metodu akis semasi halinde Sekil 3.7°de verilmistir.
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50 g zeytin 6rnegi blender kabina aktarildi
Uzerine 100 mL metanol:su (80:20, v/v) eklendi, 3 dk yiiksek devirde karistirild:

Karisim kaba filtre kagidindan gegirildi

'

Siiziintii Whatman No:4 filtre kagidindan gecirildi

!

Siiziintiiden 2 mL alindi Gizerine 40 mL PBS eklenerek vortekslendi

!

Karisgim IAK’dan gegirildi.

'

2 kez IAK’dan 10’ar mL ultra saf su ge¢irildi

v

IAK’dan 1 mL methanol:asetik asit (98:2) gegirilerek viale alind1

v

IAK’dan 1 mL ultra saf su gecirilerek ayn1 viale alindi

'

Vial vortekslendi

!

HPLC-FLD cihazina enjeksiyon yapildi (100 uL)

Sekil 3.7. Zeytin Orneklerine Uygulanan OTA Analiz Metodu

HPLC Kosullart:
Kolon : C18 ODS-3 Kolon (5 um- 250x4.5 mm)
Akis Hiza : 1 mL/dk
Sicaklik :30°C

Excitation (Uyaric1 Dalga : 333

Emission (Yayillan Dalga :477

Mobil Faz . (Asetonitril:Su:Asetik Asit) (48:51:1)
Enjeksiyon Hacmi : 100 pL

3.2.6. Yag Ekstraksiyonu Metotlarimin Antep fistiginda Aflatoksin ve Zeytinde OTA

Miktarlarina Etkisi

Bu ¢alismada iki farkli 6rnek grubu kullanilmstir. Birinci 6rnek grubunu dogal kontamine

ornekler olustururken, diger 6rnek grubunu mikotoksin agilanmis 6rnekler olusturmustur. Her iki

ornek grubundan da farkli metotlarla yag ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstraksiyon bitiminde elde
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edilen Antep fistig1 yag1 ve kiispe 6rneklerine aflatoksin, zeytinyagi ve pirina 6rneklerine ise OTA

analizi yapilmustir. Tiim islemler 3 tekerriir ve 4 paralelli olarak uygulanmustir.

Aflatoksin Standardinin Antep fistigi ve Antep fistig1 Yagi1 Orneklerine Asilanmast

Aflatoksin icermeyen Antep fistigt ve Antep fistig1 yagi orneklerine toksin asilanmasi
Daradimos ve ark., (2000)’e gore yapilmistir. 100 g Antep fistig1 drnegi bir kaba konularak, tizerine
15 pg/kg miktarinda toplam aflatoksin standardi ilave edilmistir.

Bu islem i¢in kullanilan aflatoksin standardi 1 mL methanol igerisinde 2.6 ug/mL toplam

aflatoksin igermektedir ve asagidaki konsantrasyonlardan olugsmaktadir:

AFG; : 0.3 pg/mL
AFG; :1 ug/mL
AFB; :0.3 pg/mL
AFB; : 1 pg/mL

Asilama i¢in oncelikle bu standarttan 1 mL alinarak HPLC dereceli methanol ile 10 mL’ye
tamamlanmis ve stok ¢ozelti konsantrasyonu 0.26 pg/mL toplam aflatoksin olarak ayarlanmustir.
Daha sonra 100 g nérnege 1 ppb (ug/kg) toplam aflatoksin agilamak igin stok ¢dzeltiden alinmast
gereken miktar hesaplandi ve 385 pL olarak bulundu. Calismada 100 g numuneye 15 pg/kg toplam

aflatoksin asilamasi yapilacagi igin,

385 uLx15= 5775 uL olarak hesaplandi.

Aflatoksinin 100 g 6rnege asilanmasi i¢in 5775 uL stok toplam aflatoksin ¢6zeltisi mikro
pipet vasitasi ile alinarak drnek tizerine dokiilmistiir. Daha sonra 6rnegin iizeri aliiminyum folyo ile

kapatilarak, standardin 6rnege niifuz etmesi i¢in 3 saat karanlik ortamda beklenmistir.

OTA Standardinin Zeytin ve Zeytinyag Orneklerine Asilanmasi

OTA igermeyen zeytin ve zeytinyagi drneklerine OTA agilamasi Daradimos ve ark., (2000)’e
gore yapilmistir. 100 g zeytin ornegi bir kaba konularak 15 pg/kg miktarinda OTA standardi ilave
edilmistir.

Bu islem i¢in kullanilan OTA standardi 1 mL benzen:asetik asit (99:1) igerisinde 50 ug/mL
konsantrasyonda bulunmaktadir. Asilama i¢in oncelikle bu standarttan 40 pL alinarak bir viale
konulmus, tizerine 960 pL HPLC dereceli methanol eklenerek 2 pg/mL konsantrasyonda stok ¢dzelti
hazirlanmigtir. Daha sonra 100 g drmege 1 ppb (ng/kg) OTA asilamak i¢in stok ¢dzeltiden alinmasi
gereken miktar hesaplandi ve 50 pL olarak bulundu. Calismada 100 g numuneye 15 pg/kg OTA

asilamasi yapilacagi icin;
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50 uLx15= 750 pL olarak hesaplandi.

OTA’nin 100 g 6rnege asilanmasi igin 750 puL. stok OTA ¢ozeltisi mikro pipet vasitasi ile
alinarak ornek iizerine dokiilmiistiir. Daha sonra Ornegin iizeri aliiminyum folyo ile kapatilarak,

standardin 6rnege niifuz etmesi i¢in 3 saat karanlik ortamda beklenmistir.

Antep fistig1 ve Zeytin Orneklerinden Presleme ile Yag Eldesi
Presleme islemleri Antep fistig1 ve zeytin meyvelerinin farkli yapida olmalari sebebiyle

birbirinden farkli prosediirler olarak uygulanmustir.

Antep fisngindan Presleme Yag Elde Edilmesi

Dogal kontamine ve aflatoksin agilanmis antepfisigi 6rneklerinden yag elde etmek icin soguk
pres ve kavrulmus antep fistigindan soguk pres olmak tizere iki farkli ekstraksiyon metodu
kullanilmistir. Presleme islemi vidali pres makinesinde yapilmistir.

Soguk pres calismasinda, her tekerriirde 100’er g Ornek olacak sekilde vidali pres
makinesinin besleme bdlmesinden cihaza konulmus ve islem bitiminde elde edilen yag ve
kiispelerden 6rnek alimi yapilmustir.

Kavrulmus 6rneklerden soguk pres i¢in ise, dncelikle 6rnekler etiivde 90 °C’de 10 dakika
stire ile kavrulmustur. Sonrasinda ise ¢ig drneklerde oldugu gibi vidali pres makinasia 100 g Antep

fist1ig1 konulmus ve iglem bitiminde yag ve kiispeden 6rnek alimi gerceklestirilmistir.

Zeytinden Presleme ile Yag Elde Edilmesi

Dogal Kontamine ve OTA asilanmis zeytin O6rneklerinde mekanik ekstraksiyon islemleri
zeytine 6zgii metotlarla yapilmistir. Soguk sikim igin, 100 g zeytin 6rnegi ogiitiiciide yiiksek devirde
ogiitiiliip hamur haline getirildikten sonra, oda sicakliginda 30 dk karigtirilmig ve 6000 rpm’de 20 dk
santriftijlenerek, iist fazda biriken yag Ornekleri elde edilmistir. Sicak sikim i¢in ise yine ayni
miktarda zeytin ornegi, yiiksek devirde ogiitiliip hamur haline getirildikten sonra, 40 °C su
banyosunda 30 dk karistirilmis ve 6000 rpm’de 20 dk santrifiijlenerek, {ist fazda biriken yag drnekleri
elde edilmistir.

Son iiriindeki OTA miktarini belirlemek i¢in elde edilen zeytinyagi ve pirina drneklerinde

OTA analizi yapilmstir.

Antep fistigi ve Zeytin Orneklerinden Soxhlet ile Yag Ekstraksiyonu:

Bu ¢alismada da dogal kontamine ve mikotoksin asilanmis Antep fistig1 ve zeytin 6rnekleri
kullanilmigtir. Calismanin baglangicinda 20 g 6giitiilmiis 6rnekler soxhlet cihazinin kartusuna
konulmus ve iizerine ¢ozgen ilave edilerek (130 mL) yag ekstraksiyonu ger¢eklestirilmistir. Toplam

ekstraksiyon siiresi 3 saat 50 dk, ekstraksiyon sicakligi ise 120 °C olarak belirlenmistir. Calismada
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n-hekzan ve petrol eteri olmak {izere iki farkli ¢6zgen kullanilmistir. Islem bitiminde yag ve

kiispe/pirina 6rnekleri alinarak aflatoksin/OTA analizi yapilmustir.

3.2.7. Antep fistiZ1 Yaginda Aflatoksin Analizleri:

Bu galigmada, Daramidos ve ark., (2000) uyguladig1i metot modifiye edilerek kullanilmustir.
Bu metoda gore 10 g Antep fistig1 yag santrifiij tiipiine alinmis ve lizerine 10 mL metanol:su (80:20)
karisimi eklenmistir. Bu karisim 2 dakika yiiksek hizda vortekslenmis ve santrifiije hazir hale
getirilmistir. Santrifiij islemi +4°C sicaklikta ve 6000 rpm devirde 20 dakika siire ile
gergeklestirilmistir. Santrifiij sonrasi berrak olan iist fazdan, bir tiip igerisine, 1 mL alinarak {izerine
9 mL ultra saf su eklenmis ve 20 saniye vortekslenmistir. Toplam 10 mL olan bu karigim 1 mL/dk
hizla IAK’dan gecirilmistir. Sonrasinda kolondan 2 defa 10 ml su gegirilerek kolon yikanmustir.
IAK’da tutulan aflatoksini geri kazanim icin kolondan 1 mL/dk hizla, I mL methanol ge¢irildi ve
eluat viale alindi. Daha sonra kolondan 1 mL ultra saf su gecirilerek ayn1 vialde toplandi. Boylece
vialde toplam hacmi 2 mL olan aflatoksin igeren metanol-su karisimi elde edilmistir. Bu karisim 6nce
30 saniye vortekslenmis ve 0.45 um gozenek capli teflon filtreden gegirdikten sonra HPLC-FLD’ye
enjekte edilmistir. HPLC-FLD sartlar1 Boliim 3.2.4.’deki gibi uygulanmustir.

Antep fistig1 yag1 6rneklerine uygulanan aflatoksin analiz metodu akis semasi halinde Sekil

3.8'de gosterilmistir.
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Santrifiij tiiptine 10 g Antep fistig1 yag1 konuldu

'

Uzerine 10 mL metanol:su (80:20, v/v) eklendi, 2 dk vortekslendi

+4 °C’de 6000 rpm’de 20 dk. santriflij yapildi

!

Ust fazdan 1 mL alindi, bir santrifiij tiipiine konuldu

!

Uzerine 9 mL ultra saf su eklendi ve vortekslendi

!

Karisgim IAK’dan gegirildi.

!

2 kez IAK’dan 10’ar mL ultra saf su gegirildi

IAK’dan 1 mL metanol gegirilerek viale alindi

'

IAK’dan 1 mL saf su gegirilerek ayni1 viale alindi

'

Vial vortekslendi

!

HPLC-FLD cihazina enjeksiyon yapildi (100 uL)

Sekil 3.8. Antep Fistig1 Yag1 Orneklerine Uygulanan Aflatoksin Analiz Metodu

3.2.8. Antep fistig1 Kiispesinde Aflatoksin Analizi:
Yag ekstraksiyon metotlarindan elde edilen kiispe 6rneklerine yapilan aflatoksin analizleri

Boliim 3.2.4.°de belirtilen metot uygulanmaistir.

3.2.9. Zeytinya@ Orneklerinde OTA Analizi:

Papachristou ve Markaki (2004)’nin onerdigi metot modifiye edilerek bir ekstraksiyon
prosediirii olusturulmustur. 50 m1’lik santrifiij tiipii i¢ine 10 g zeytinyag1 numunesi tartild1 ve iizerine
10 mL methanol:su karigtmi (80:20) eklendi. Bu karisim 2 dakika boyunca yiiksek devirde
vortekslendi. Zeytinyaginda bulunan OTA’y1 sivi fazdan ekstrakte etmek igin santrifiij islemi
gerceklestirildi. Referans metotta, santrifiij bitiminde supernatantin son derece berrak bir halde
olmasinin ¢ok 6nemli oldugu belirtilmistir. Yapilan 6n denemeler sonucunda en iyi faz ayiriminin
gergeklestigi optimum kosullar olarak santrifiij sartlari, +4 °C’de 6000 rpm’de 20 dk olarak
belirlenmistir. Santrifiij islemi sonrasi, 50 mL’lik santrifiij tiipii igerisine 2 ml supernatant ve 40 mL
PBS eklenerek, karigim yiiksek hizda 2 dakika vortekslenmistir. Bu karigim IAK’dan 2 mL/dk akig
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hiz1 ile gegirildikten sonra kolon 20 mL distile su ile yikanmis ve en son hava gegirilerek
kurutulmustur. Kolonda tutulan OTA’y1 geri kazanmak i¢in 1 mL/dk akis hiz1 ile 1 mL
methanol:asetik asit (98:2) kolondan gegirilmis, sonrasinda ise 1 mL ultra saf su ayni hizla kolondan
gegirilerek vialde toplanmigstir. Bu karisim 6nce 30 saniye vortekslenmis ve son olarak 0.45 um
gozenek c¢apli teflon filtreden gegirdikten sonra HPLC-FLD’ye enjekte edilmistir. HPLC-FLD
sartlart 3.2.5.” deki gibi uygulanmistir. Zeytinyagi drneklerine uygulanan OTA analiz metodu Sekil

3.9°da verilmistir.

Santrifiij tiiptine 10 g zeytinyag1 konuldu

'

Uzerine 10 mL metanol:su (80:20, v/v) eklendi, 2 dk vortekslendi

+4 °C’de 6000 rpm’de 20 dk. santrifiij yapildi

'

Ust fazdan 2 mL alindi, bir santrifiij tiipiine konuldu

'

Uzerine 40 mL PBS eklendi ve vortekslendi

!

Karisim IAK’dan gegirildi.

!

2 kez IAK’dan 10’ar mL ultra saf su gecirildi

IAK’dan 1 mL methanol:asetik asit (98:2) gegirilerek viale alind1

v

IAK’dan 1 mL saf su gegirilerek ayni viale alindi

'

Vial vortekslendi

!

HPLC-FLD cihazina enjeksiyon yapildi (100 pL)

Sekil 3.9. Zeytinyag1 Orneklerine Uygulanan OTA Analiz Metodu

3.2.10. Zeytin Pirinasinda OTA Analizi:
Yag ekstraksiyonu metotlarindan elde edilen zeytin pirinasinda OTA analizi, Bolim

3.2.5.”de belirtilen metodun aynisi olarak uygulanmustir.
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3.2.11. Rafinasyon Isleminin Antep fistigi Yaginda Aflatoksin ile Zeytinyaginda OTA
Miktarlari Uzerine Etkileri

Rafinasyon islemlerinin Antep fisti§1 yaginda aflatoksin, zeytinyaginda ise OTA miktari
tizerine etkilerini belirlemek igin, yag orneklerine degumming, nétralizasyon ve agartma islemleri

uygulanmustir.

Antep fisug1 Yagi ve Zeytinyagi Orneklerinde Yapiskan Maddeleri Giderme (Degumming)
Calismada Antep fistig1 yag1 ve zeytinyagi 6rnekleri i¢cin ayni metotlar kullanilmistir. 20 g
yag Orneginin sicaklig1 80 °C ye getirildikten sonra yagin %0.05°i oraninda % 85°lik fosforik asit
¢oOzeltisi 15-20 dk. manyetik karistiricida siirekli karistirma esliginde ilave edildi. Karigtirma sonrasi
yag Ornekleri santrifiij tiipiine aktarilarak oda sicakliginda 6000 rpm’de 20 dk. santrifiij edildi, daha
sonra otomatik pipet yardimiyla yag, dibe ¢oken yapiskan maddelerden ayrildi (Shahidi, 2005).

Antep fisug1 Yag ve Zeytinyagi Orneklerinin Nétralizasyonu:
Calismada Antep fisti1 yag1 ve zeytinyag1 ornekleri i¢in ayn1 metotlar kullanilmistir. 20 g
yag orneginin sicakligi 80-90°C’lere getirildikten sonra yaga %8’lik kostik (NaOH) ilave edilmistir.

[lave edilecek kostik miktari Serbest Yag Asitligi degerine gore asagidaki formiille belirlenmistir:

%FFA’ya gore eklenecek kostik miktart = (%FFA x 40) / 282

Daha sonra 30 dk siiresince nétralizasyon tepkimesinin olugmasi i¢in manyetik karigtiricida
karigtirma iglemi gerceklestirilmistir. Bu siire sonunda olusan yag ve sabun karigimina oda

sicakliginda 6000 rpm’de 20 dk santrifiij islemi uygulanmis ve sabun fazi ayrilmistir. (Shahidi, 2005).

Antep fisug1 Yagi ve Zeytinyagi Orneklerinde Agartma:

Calismada Antep fisti§1 yag1 ve zeytinyagi ornekleri i¢in ayni metotlar kullanilmistir. Bu
islemde yagin sicakligi 90-100 °C’ lere getirildikten sonra yag 6rneginin %0.7°si oraninda agartma
topragi eklenmis ve 30 dk. manyetik karistiricida reaksiyona tabi tutulmustur. Daha sonra dipteki
cokeltiyi ayirmak icin kaba filtre kagidi kullanilmis ve elde edilen yaga HPLC’de Aflatoksin/OTA
analizleri yapilmistir (Shahidi, 2005).

Proses Baslangicinda Toksin Ilavesi ile Rafinasyon Islemi

Calismanin ilk kisminda rafinasyon islem basamaklarmin Antep fistig1 yaginda aflatoksin ve
zeytinyaginda OTA iizerine etkilerini belirlemek icin aflatoksin/OTA agisindan temiz olan yag
orneklerine baglangic miktart 15 pg/kg aflatoksin/OTA standartlar1 eklenmis ve degumming,

notralizasyon ve agartma iglemlerinin aflatoksin/OTA {izerine hangi islem basamaginin daha etkili
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oldugu aragtirilmigtir. Tim c¢alismalar 3 tekerriir ve 4 paralelli olarak yiiriitiilmiistiir. Proses

baslangicinda toksin ilavesi ile rafinasyon islemi Sekil 3.10°da verilmistir.

Aflatoksin icermeyen Antep fistig1 yagi/OTA icermeyen zeytinyagi
15 pg/kg Toplam Aflatoksin/OTA Standardi —» l
Degumming

l —> Aflatoksin/OTA Analizi

Notralizasyon
| —  Aflatoksin/OTA Analizi

Agartma
l —>»  Aflatoksin/OTA Analizi

Notralize Yag

Sekil 3.10. Proses Baslangicinda Toksin Ilavesi Ile Rafinasyon Islemi

Herbir Rafinasyon Proses Baslangicinda Toksin Asilamast ile Rafinasyon Siirecinin
Degerlendirilmesi

Calismanin ikinci kisminda her rafinasyon islem basamaginin etkisi ayr1 ayr1 dl¢tilmistiir.
Yine materyal olarak aflatoksin icermeyen Antep fistig1 yagi ve OTA igermeyen zeytinyagi 6rnekleri
kullanilmistir. Her islem bitiminde 6rnek alimi gerceklestirilmis ve bu orneklere aflatoksin/OTA
analizi yapilarak rafinasyon islem basamaklarinin Antep fistig1 yaginda aflatoksin ve zeytinyaginda
OTA iizerine etkileri ayr1 ayr1 incelenmistir. Degumming isleminin etkisinin incelendigi proses Sekil

3.11°de gosterilmistir.

Aflatoksin icermeyen Antep fistig1 yagi/OTA icermeyen zeytinyagi
15 ng/kg Toplam Aflatoksin/OTA Standard: —>¢
Degumming

Aflatoksin/OTA Analizi

Sekil 3.11. Degumming Isleminin Etkisinin Belirlenmesi I¢in Uygulanan Islemler
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Notralizasyon isleminin etkisinin incelendigi proses Sekil 3.12°de gdsterilmistir.

Aflatoksin icermeyen Antep fistig1 Yagi/OTA Igermeyen Zeytinyag
Degumming
15 pg/kg Toplam Aflatoksin/OTA Standardi —» ¢

Notralizasyon

'

Aflatoksin/OTA Analizi

Sekil 3.12. Nétralizasyon Isleminin Etkisinin Belirlenmesi I¢in Uygulanan Islemler

Agartma isleminin etkisinin incelendigi proses Sekil 3.13°te gdsterilmistir.

Aflatoksin icermeyen Antep fistig1 Yagi/OTA Igermeyen Zeytinyagi

'

Degumming

'

Notralizasyon
15 pg/kg Toplam Aflatoksin/OTA Standard: —>¢
Agartma

v

Aflatoksin/OTA Analizi

Sekil 3.13. Agartma Isleminin Etkisinin Belirlenmesi I¢in Uygulanan Islemler

3.2.12. istatistiksel Degerlendirme
Arastirma sonucunda elde edilen sonuglara SPSS 25.0 istatistik paket programi uygulanarak
sonuglar varyans analizine gore degerlendirilmis ve onemli ¢ikan gruplar arasindaki farkliliklar

Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile p<0.05 6nem seviyesinde belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Antep fistig1 ve Zeytin Orneklerinde Nem ve Su Aktivitesi Degerleri

Tarimsal {irlinlerde mikotoksin olusumu i¢in en 6nemli ¢evresel kosullar, o {iriiniin % nem ve
su aktivitesi degerleridir. Calismamizda piyasadan toplanan 20 adet Antep fistig1 ve 20 adet zeytin
Orneginin nem ve su aktivitesi degerleri 6l¢lilmiistiir.

Antepfistig1 6rneklerinde % Nem ve Su aktivitesi degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Antep fistigi Orneklerinde % Nem Miktari ve Su Aktivitesi Degerleri

Ornek No Nem (%) Su Aktivitesi
1 3.40 0.56
2 3.79 0.55
3 3.72 0.55
4 3.65 0.55
5 3.62 0.55
6 3.68 0.55
7 3.65 0.55
8 3.47 0.55
9 3.47 0.55
10 341 0.56
11 3.40 0.55
12 3.71 0.55
13 3.58 0.56
14 3.64 0.56
15 3.62 0.55
16 3.48 0.55
17 3.40 0.56
18 3.56 0.55
19 3.60 0.55
20 3.68 0.55
Ortalama 3.58 0.55

Antep fistig1 6rneklerinin ortalama % Nem Miktar1 3.58 ve su aktivitesi degerleri 0.55 olarak
bulunmustur. Tiirk Standartlar1 Enstitiisii Antep fistig1 Standardi’na (TS 1280) gére Antep fistiginin
nem miktarinin en fazla %6.5 oraninda olmas1 gerekmektedir. Nejad ve ark., 2003 yilinda Iran’da
yaptiklar1 ¢alismada Antep fistigi orneklerindeki nem degerinin % 4’{in altinda ve su aktivitesi

degerlerinin ise 0.60’mn altinda oldugunu tespit etmislerdir. Polat, 2006 yilinda melengi¢ ve Antep
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fistig1 meyvelerinde kurutmanin bazi meyve ozellikleri ilizerine yaptig1 c¢alismada Antep fistig
orneklerinde ortalama % nem miktarin1 2.74 olarak tespit etmistir. Cinar, 2012 yilinda farkli Antep
fist1g1 ¢esitlerinin baz1 kalite 6zelliklerini arastirdig1 ¢caligmada iki y1l boyunca 6rmek alimi yapmis
ve orneklerdeki nem miktarinin %3.13-4.67 arasinda oldugunu belirlemistir. Oksiizler 2015 yilinda
Antep fistiginda kavurmanin oksidatif stabilite iizerine yaptig1 ¢alismada, Antep fistig1 6rneklerinde
% nem miktarmi 5.48 olarak 6lgmiistiir.

Aflatoksin tiretimi sicaklik, su aktivitesi, pH ve karbon ve nitrojen kaynagi gibi ¢esitli dig
etkenlerden ve biiyiime kosullarindan énemli dlgiide etkilenmektedir. Ozellikle su aktivitesi ve
sicaklik toksijnenik Aspergillus tiirlerinin gelisimini sinirlayict faktorlerdir. (Liu ve ark., 2017).
Baazeem ve ark., 2021 yilinda Antep fistiginda A. flavus suslarinin tiremesi ve AFBI1 {iretimi tizerine
abiyotik faktorlerin etkisini inceledikleri ¢alismada, dort farklr sicaklikta (20-25-30 ve 35 °C) ve 0.80
iizerindeki su aktivitesi degerlerinde arastirma yapmiglardir. Calisma sonucunda Antep fistiginda
AFBI1 iiretiminin 0.92 a,’den sonra basladigini ve maksimumu {iiretimin 35 °C’de ve 0.98 ay’de
oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda kullandigimiz Antep fistig1 6rnekleri kurutulmus oldugu igin
su aktivitesi ve nem degerleri kiif gelisimi ve aflatoksin biyosentezi i¢in oldukca diisiiktiir. Ancak bu
durum, Orneklerin tamamen aflatoksin agisindan temiz oldugu anlamima gelmemektedir, ¢ilinkii
kurutma Oncesi proseslerde aflatoksin olusumu gerceklesmisse, Orneklerde aflatoksin tespit
edilebilir.

Zeytin orneklerinde % Nem ve Su Aktivitesi Degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

40



Cizelge 4.2. Zeytin Orneklerinde % Nem ve Su Aktivitesi Degerleri

Ornek No Nem (%) Su Aktivitesi
1 41.29 0.95
2 43.01 0.96
3 42.36 0.96
4 41.03 0.95
5 40.13 0.94
6 39.64 0.93
7 39.85 0.94
8 42.52 0.96
9 42.54 0.96
10 40.86 0.95
11 40.74 0.95
12 43.21 0.97
13 42.30 0.96
14 43.34 0.97
15 43.68 0.97
16 42.60 0.96
17 42.85 0.96
18 40.59 0.95
19 42.91 0.96
20 43.86 0.97
Ortalama 41.97 0.96

Zeytin Orneklerinde yaptigimiz analizlerde, ortalama Nem Miktar1 % 41.97 ve Su Aktivitesi
Degeri 0.96 olarak bulunmustur. Almoselhy, 2020 yilinda, Misir’da yaptigi calismada yesil
zeytinlerde ortalama nem miktarmin % 49.29 oldugunu tespit etmistir. Oztiirk Giingér ve ark., 2019
yilinda Izmir’de yaptig1 caligmada, yesil zeytin 6rneklerinde su aktivitesi degerlerinin 0.96-0.97
araliginda oldugunu tespit etmistir. Lappa ve ark., 2017 yilinda yaptiklari caligmada A.
corbonarius’un maksimum OTA iretimini 0.93-0.96 aw degerleri arasinda yaptigini tespit
etmiglerdir. Calismamizda kullandigimiz ornekler taze zeytin oldugu icin su aktivitesi ve nem
degerleri en yiiksek seviyededir. Zeytinde OTA olusumunda, bu parametrelerin yan1 sira, kiiflerin

meyveyi kontamine etmesi i¢in ayrica meyvenin mekanik hasarlanmasi ya da sinek ve bdcek etkisi

ile hasar gérmesi gibi faktorler de siireci hizlandirmaktadir (Var ve ark., 2011).
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4.2. Antep fistig1 ve Zeytin Orneklerinde Kiif Sayimi ve Tanimlanmasi
Mikotoksin olusumunda gevresel faktorlerin yani sira gidaya bulasan toksijenik kiifiin miktar
da 6nemlidir. Calismada kullanilan 6rneklerdeki toplam kiif sayis1 belirlenmis ve kiif tanimlamas1

yapilmistir. Antep fistig1 6reklerinde kiif sayimi sonuglar1 Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Antep Fistig1 Orneklerinde Kiif Sayimi Sonuglari

Ornek No Kiif Sayisi (kob/g)
1 1.20x10?
2 1.25x10?
3 1.84x10°
4 1.41x10°
5 1.80x10*
6 TE

7 1.70x10?
8 1.20x10?
9 6.15x102
10 7.15x102
11 7.40%102
12 2.65x102
13 1.12x102
14 6.05x10?
15 1.35x10?
16 2.10x10?
17 TE

18 1.07x10?
19 9.45x10?
20 8.85x10?

TE: Tespit edilemedi

Cizelge 4.3 incelendiginde 20 Antep fistig1 6rneginin 18’inde kiif tespit edildigi goriilmektedir.
15 6rnekte 10 kob/g, 1 6rnekte 103kob/g, 1 6rnekte 10* kob/g ve 1 drnekte 10° kob/g diizeyinde kiif
tespit edilmis olup 2 6rnek kiif agisindan temiz bulunmustur.

Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi “1.7. Meyve ve sebzeler ile bunlarin
islenmis {irtinleri” baslig1 altinda “Kurutulmus veya dondurulmus meyveler” maddesinde toplam kiif

sayis1 maksimum 10* kob/g olarak verilmistir. Calismamizda kullandigimiz 20 Antep fistigi
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orneginin 2 (%10)’sinde yasal limitlerin tizerinde kiif varlig tespit edilmistir. Set ve Erkmen, 2010
yilinda Antep fistig1 ve kirmiz1 biberde aflatoksin varligini arastirdiklar1 ¢aligmada, piyasadan
topladiklart 95 Antep fistig1 6rneginin 1’inin yasal limitleri iizerinde oldugunu belirlemislerdir
(Anonim 4).

Izole edilen kiifler tanimlanarak aflatoksin iireten kiiflerin varligi arastirilmistir. Antep
fistigindan 24 kiif izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlardan 11’1 (%45.80) A. niger, 9’u (%37.5) A.
flavus, 2’si (%8.33) Penicillium spp. ve 1’i (%4.17) Alternaria spp. olarak tanimlanmus, 1 (%4.17)
izolat ise tanimlanamamuistir. A. niger’in tek koloni diistiriilmiis PDA besiyerindeki goriintiisti Sekil

4.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.1. Aspergillus niger’in Tek Koloni Diistiriilmiis PDA Besiyerindeki Gortintiisti (25 °C’de 72.
saat)

Denizel ve ark. 1976 yilinda Gaziantep’te yaptiklar calismada Antep fistigi meyve dis
yiizeyinde A. niger, A. flavus ve Penicillium spp. tiirlerinin mevcut oldugunu, bununla birlikte meyve
i¢ dokularinda ise herhangi bir kiif kontaminasyonun olmadigmi bildirmislerdir. Doster ve
Michailides, California’da 11 Antep fistigi bahgesinden 1991 ve 1992 yillarinda topladiklari
orneklerde, 14 farkli Aspergillus tiriiniin bulundugunu tespit etmislerdir. Tespit ettikleri tiirler
arasinda aflatoksin tireticisi olan A. flavus ve A. parasiticus ile OTA fiireticisi A. ochraceus ve A.
melleus’un da bulundugunu ancak en yaygin olan tiiriin A. niger (%30) oldugunu bildirmislerdir.
(Doster ve Michailides, 1994). Heperkan ve arkadaslari tarafindan 1994 yilinda Gaziantep’in farkl
bolgelerinden alinan Antep fistig1 orneklerinde kiif sayimi ve tanimlamasinin yapildigt bir
arastirmada, bah¢eden alinan drneklerdeki toplam kiif say1s1 10%-10° araliginda oldugu belirlenmistir.
Kiif kolonilerinin tanimlamasi yapildiginda ise Antep fistigi mikroflorasinda en baskin tiiriin A. niger
oldugunu onu sirastyla A. flavus ve Penicillium spp.’nin takip ettigini bildirmislerdir. Set ve Erkmen,
2010 yilinda yaptiklart ¢alismada iki y1l boyunca topladiklar1 120 Antep fistig1 6rneginin sadece
1’inde toplam kiif sayisinin 10*iin iizerinde oldugunu digerlerinin ise bu degerin altinda oldugunu

tespit etmiglerdir (Heperkan ve ark., 1994; Set ve Erkmen, 2010).
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Zeytin 6rneklerinde kiif sayimi sonuglari Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4. Zeytin Orneklerinde Kiif Sayimi Sonuglari

Ornek No Kiif Sayis1 (kob/g)
1 7.60x10*
2 6.00x10?
3 4.60x10*
4 6.10x10°
5 8.20x10?
6 5.60x10?
7 1.26x10°
8 7.12x10°
9 2.76x10°
10 7.70x10*
11 1.26x10°
12 1.25x10°
13 1.15x10°
14 6.20x10°
15 5.55x10°
16 1.40x10°
17 6.10x10°
18 4.61x10°
19 1.87x10°
20 1.26x10°

TE: Tespit edilemedi

Cizelge 4.4 incelendiginde 20 zeytin 6rneginin timiinde kiif tespit edildigi goriillmektedir. 4
ornekte 10° kob/g, 8 drnekte 10° kob/g, 4 drnekte 10* kob/g ve 4 drnekte ise 10° kob/g diizeyinde kiif
tespit edilmistir.

Izole edilen kiifler tammlanarak OTA f{ireten kiiflerin varlig1 arastirilmistir. Zeytinde 35 kiif
izolat1 tanimlanmisg, bunlarin 14’1 (%40) Penicillium spp., 9’u (%25.71) A. niger, 4’ii (%11.43) A.
ochraceus, 3’i (%8.57) Mucor spp., 2’si (% 5.72), A. flavus, 2’si (%5.72) Alternaria spp. ve 1’i
(%2.86) de Trichoderma spp. olarak tanimlanmgtir.

Roussos ve ark., 2003-2004 yillarinda Fas’ta iki yil boyunca topladiklari 136 bozulmus
zeytin ve zeytin kiispesi 6rneginden izole ettikleri 285 kiif susunu tanimlamiglardir. Tanimladiklari

suslardan en baskin tiirlerin Penicillium spp. (%34.13) ve Aspergillus spp. (%26.94) oldugunu tespit
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etmislerdir. Ozsoy, 2019 yilinda yaptigi galismada Canakkale ve ilgelerinden bulunan zeytin
bahgelerinden 35 G6rnek almis ve bu orneklerden 57 izolat elde etmistir. Bu izolatlarin 11’inin

Penicillium spp., 5’inin Alternaria spp., ve 5’inin Aspergillus spp.’nin oldugunu bildirmistir.

4.3. Aflatoksin ve OTA Analizleri Metot Performanslarimin Degerlendirilmesi

Laboratuvar analizlerinde giivenilir sonuglar ile segilen metodun dogrulanmasi yani metodun
validasyonu arasinda dogrudan bir iliski vardir. Metot validasyonu, bir yontemin ilgili performans
kriterlerine uygunlugunun saptanmasi i¢in, 6l¢tim sonuglarinin dogrulugunu ortaya koymak amaciyla
yapilmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan aflatoksin ve OTA analizlerinin metot performanslarini

O0lemek amaciyla geri kazanim, LOD, LOQ ve tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 yapilmustir.

4.3.1. Aflatoksin Analizleri Metot Performanslarinin Degerlendirilmesi

Calismada Antep fistigindan, Antep fistig1 yagindan ve Antep fistig1 kiispesinden aflatoksin
analizi yapilmistir.

Sekil 4.2°de kalibrasyon egrisi olugturmak amaciyla HPLC cihazina enjekte edilen AFG;
(1.20 pg/L), AFG: (4.00 ug/L) AFB; (1.20 pug/L) ve AFB; (4.00 pg/L), standartlarina ait HPLC-FLD
kromatogramlar1 yer almaktadir. Alikonma zamanlari, AFG; i¢in 9.914 dk, AFG; i¢in 11.770 dk.,
AFB; i¢in 13.154 dk. ve AFB; i¢in 15.830 dk. olarak belirlenmistir.

mv (x10)
350 IDetector AEX360nm,EM430nm
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Sekil 4.2. AFG;, AFG;, AFB; ve AFB; HPLC-FLD Kromatogrami

Metot validasyonu amaciyla gergeklestirilen Tayin Limiti (LOD), Olgiim Limiti (LOQ), geri

kazanim ve tekrarlanabilirlik ¢aligmalarinin sonuglari ise Cizelge 4.5°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.5. Aflatoksin LOD, LOQ, Geri Kazanim ve Tekrarlanabilirlik Degerleri

LOD LOQ Geri Kazamim o
(he/ke) (ne/ke) %) Tekrarlanabilirli
0
ng/kg ng/kg K (%)
AFG2|0.048 0.160 94.2 1.42
AFG;|0.053 0.177 92.9 451
Antep fistig1
AFB;|0.054 0.180 91.3 0.64
AFB,|0.064 0.213 90.4 4.49
AFG:|0.064 0.213 90.5 2.01
Antep fistig1 AFG;|0.070 0.233 88.4 3.41
Yag AFB;|0.063 0.210 94.2 191
AFB; | 0.058 0.193 91.6 4.72
AFG2|0.061 0.203 91.2 1.79
AFG;|0.071 0.237 923 2.29
Kiispe
AFB; | 0.069 0.230 90.6 1.21
AFB: 0.076 0.253 89.8 5.73

Cizelge 4.5 incelendiginde kullanilan analiz metoduyla Antep fistiginda uygulanan
aflatoksin metodu i¢in LOD degerleri AFG; i¢in 0.048 pg/kg, AFG; icin 0.053 pg/kg, AFB; icin
0.054 pg/kg ve AFB: icin 0.064 pg/kg olarak bulunmustur. Bu metotla elde edilen LOQ degerleri ise
AFG; i¢in 0.160 pg/kg, AFG: icin 0.177 pg/kg, AFB; i¢in 0.180 pg/kg ve 0.213 pg/kg olarak
bulunmustur. Geri kazanim degerleri AFG; i¢in %94.2, AFG: i¢in %92.9, AFB; i¢in %91.3 ve AFB;
i¢in %90.4 olarak belirlenmistir. Tekrarlanabilirlik degerleri ise AFG. i¢in % 1.42, AFG; i¢in % 4.51,
AFB: i¢in % 0.64, AFB; i¢in % 4.49 olarak bulunmustur. Antep fistiginda uygulanan aflatoksin
metodu, 2018/10 sayil1 Tiirk Gida Kodeksi Gidalardaki Mikotoksin Seviyelerinin Resmi Kontrolii
Icin Numune Alma, Numune Hazirlama ve Analiz Metodu Kriterleri Tebligi kriterlerine uygun
olarak bulunmustur (Anonim 5)

Antep fistig1 yaginda kullanilan analiz metodunda LOD degerleri AFGy icin 0.064 pg/kg,
AFGq i¢in 0.070 pg/kg, AFB; icin 0.063 pg/kg ve AFB; icin 0.058 pg/kg olarak bulunmustur. Bu
metotla elde edilen LOQ degerleri, AFG; igin 0.213 pg/kg, AFGs igin 0.233 pg/kg, AFB; igin 0.210
png/kg ve 0.193 pg/kg olarak bulunmustur. Antep fistig1 yagindan geri kazanim degerleri AFG; i¢in
%90.5, AFG: icin %88.4, AFB, i¢cin % 94.2 ve AFB: icin %91.6 olarak belirlenmistir.
Tekrarlanabilirlik degerleri ise AFG; i¢in % 2.01, AFG; icin % 3.41, AFB; igin % 1.91, AFB; igin
% 4.72 olarak bulunmustur. Antep fistig1 yaginda uygulanan aflatoksin metodu, 2018/10 sayili Tiirk
Gida Kodeksi Gidalardaki Mikotoksin Seviyelerinin Resmi Kontrolii Igin Numune Alma, Numune

Hazirlama ve Analiz Metodu Kriterleri Tebligi kriterlerine uygun olarak bulunmustur (Anonim 4)

46



Antep fistig1 kiispesinde kullanilan analiz metodunda LOD degerleri AFG; i¢in 0.061 ng/kg,
AFG; i¢in 0.071 pg/kg, AFB; i¢in 0.069 ng/kg ve AFB; igin 0.076 pg/kg olarak bulunmustur. Bu
metotla elde edilen LOQ degerleri ise AFG: igin 0.203 pg/kg, AFG: igin 0.237 pg/kg, AFB; i¢in
0.230 pg/kg ve AFB1igin 0.253 pg/kg olarak bulunmustur. Antep fistig1 kiispesinde geri kazanim
degerleri AFG; i¢in %91.2, AFG; igin %92.3, AFB; i¢cin % 90.6 ve AFB; icin %89.8 olarak
bulunmustur. Tekrarlanabilirlik degerleri ise AFG2 i¢in % 1.79, AFG; i¢in % 2.29, AFB; igin % 1.21,
AFB; icin % 5.73 olarak bulunmustur. Antep fistig1 kiispesinde uygulanan aflatoksin metodu,
2018/10 sayili Tiirk Gida Kodeksi Gidalardaki Mikotoksin Seviyelerinin Resmi Kontrolii i¢in
Numune Alma, Numune Hazirlama ve Analiz Metodu Kriterleri Tebligi kriterlerine uygun olarak

bulunmustur (Anonim 5).

4.3.2. OTA Analizleri Metot Performansinin Degerlendirilmesi

Calismada zeytin, zeytinyagi ve zeytin pirinasinda OTA analizi yapilmistir. Analizde
kullanilan metotlarin performanslarin1 degerlendirmek amaciyla LOD, LOQ, geri alma ve
tekrarlanabilirlik calismalart yiiriitiilmiistiir.

Sekil 4.3’de kalibrasyon egrisi olugturmak amaciyla HPLC cihazina enjekte edilen 20 pg/L
OTA standartlarina ait HPLC-FLD kromatogrami yer almaktadir. OTA’nin alikonma zamani 12.573
dk. olarak belirlenmistir.

mv (x10)
[Detector AEX333nm,Em477nm
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Sekil 4.3. HPLC-FLD’de OTA Kromatogrami

Metot validasyonu amaciyla gerceklestirilen LOD, LOQ, geri kazanim ve tekrarlanabilirlik

caligmalarinin sonuglari ise Cizelge 4.6’da 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.6. OTA LOD, LOQ, Geri Kazanim ve Tekrarlanabilirlik Degerleri

Tekrarlanabilirlik
LOD (ng/kg) LOQ (ug/kg) Geri Kazamim (%0) %)
(0]
Zeytin 0.107 0.357 88.20 3.23
Zeytinyag1 |0.113 0.377 90.44 3.89
Pirina 0.106 0.353 91.45 3.86

Cizelge 4.6 incelendiginde OTA ekstraksiyonu i¢in kullanilan analiz metotlarinda LOD
degerleri zeytin icin 0.107 pg/kg, zeytinyag: icin 0.113 pg/kg ve zeytin pirinasi i¢in 0.106 pg/kg
olarak bulunmustur. Bu metotlarda elde edilen LOQ degerleri ise zeytin i¢in 0.357 pg/kg, zeytinyagi
icin 0.377 ng/kg ve zeytin pirinasi i¢in 0.353 pg/kg olarak bulunmustur. OTA’nin geri kazanim
degerleri zeytin icin %88.20, zeytinyagi icin %90.44 ve zeytin pirinasi i¢in % 91.45 olarak
bulunmustur. Tekrarlanabilirlik degerleri ise zeytin i¢in %3.23, zeytinyag: i¢in %3.89 ve zeytin
pirinast i¢in % 1.86 olarak bulunmustur. Uygulanan OTA metotlari, 2018/10 sayili Tirk Gida
Kodeksi Gidalardaki Mikotoksin Seviyelerinin Resmi Kontrolii Igin Numune Alma, Numune

Hazirlama ve Analiz Metodu Kriterleri Tebligi kriterlerine uygun olarak bulunmustur (Anonim 5).

4.4. Piyasadan Toplanan Antep fistigi Orneklerinde Aflatoksin ve Zeytin Orneklerinde OTA
Aranmasi

Bu ¢alisma, yag ekstraksiyonunda kullanilacak 6rneklerin baslangig toksin miktarlarinin tespit
edilmesi amaciyla gergeklestirilmistir. Antep fistig1 6rnekleri kurutulmus i¢ olarak, zeytin drnekleri

ise yesil zeytin formunda kullanilmistir.

4.4.1. Antep fistig1 Orneklerinde Aflatoksin Aranmasi

Antep fistiginda aflatoksin olusumu bahg¢eden depolamaya kadar {iretimin her agamasinda
gerceklesebilmektedir. Ornegin tombul smifa giren Antep fistig1 cesitlerinde aflatoksin olusumu
cogunlukla meyveler agactayken gerceklesmektedir. Bu durum meyveler agactayken meyve iginin
fazla biyiiyerek en distaki derimsi kabugunu yirtmasi sonucunda meyvenin kiif kontaminasyonuna
maruz kalmasi ve dolayisiyla meyvede aflatoksin olusmasiyla gerceklesmektedir. (Afshari ve
Hokmabadi, 2008) Bunun yaninda hasat sirasinda meyvenin hasar gérmesi, meyve kurutmanin
uygun olmayan sartlarda yapilmasi ve depolama sartlarmin yetersizligi gibi bir¢ok dig faktor
aflatoksin olusumuna neden olmaktadir. Aspergillus gelisiminin desteklendigi bir ortamda Antep
fistiginda aflatoksin miktarlarmim 1000 pg/kg degerinin bile iizerine ¢ikabilmektedir.(Schatzki ve
DeKoe, 1999; Ahmadi ve Tajabadipour, 2011)

Calismamizda, piyasadan topladigimiz 20 Antep fistig1 6rneginin 9 (%45)’unda aflatoksin
varligi tespit edilmistir. Antep fistig1 drneklerinde yapilan aflatoksin analizi sonuglar Cizelge 4.7°de

verilmistir.
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Cizelge 4.7. Piyasadan Toplanan Antep Fisti§1 Orneklerinde Tespit Edilen Aflatoksin Miktarlari

Ornek No | AFG, AFG;, AFB; AFB; Toplam
Aflatoksin
1 TE TE TE TE TE
2 TE TE TE TE TE
3 3.82 26.62 2.36 33.10 65.90
4 0.11 6.78 2.86 2.81 12.56
5 6.15 5.61 2.20 8.20 22.16
6 TE TE TE TE TE
7 TE TE TE TE TE
8 TE TE TE TE TE
9 0.09 0.36 0.10 0.28 0.83
10 0.46 1.01 0.26 0.93 2.66
11 0.28 1.10 0.48 1.10 2.96
12 TE TE TE TE TE
13 TE TE TE TE TE
14 TE 0.11 0.08 0.16 0.35
15 TE TE TE TE TE
16 TE TE TE TE TE
17 TE TE TE TE TE
18 TE TE TE TE TE
19 0.83 3.27 1.45 3.01 8.56
20 0.55 0.56 2.19 1.93 5.23

TE: Tespit Limiti Degerinin (<LOD) altinda

Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Tebligi’nde Antep fistiginda maksimum bulunmasi gereken
aflatoksin miktar1t AFB1i¢in 8 pg/kg, Toplam Aflatoksin igin ise 10 pg/kg olarak sinirlandirilmstir.
Aflatoksin tespit edilen 9 Antep fistig1 6rneginden 3’iiniin Toplam Aflatoksin agisindan (65.90, 12.56
ve 22.16 pg/kg), 2’sinin de aflatoksin B1(8.20 ve 33.10 pg/kg) agisindan TGK’da belirtilen limitlerin
tizerinde oldugu belirlenmistir.

Iran’da yapilan bir ¢alismada, 2002-2003 yillar1 arasinda toplanan 10068 Antep fistig1
orneginde AFB; ve Toplam Aflatoksin varligi arastirilmistir. Yapilan analizler neticesinde 6369
ornegin AFB; tespit limitinin altinda oldugu, 0-5 pg/kg araliginda 2508 o6rnekte, 5.01-20 pg/kg
araliginda 595 ornekte, 20.01-50 pg/kg araliginda 294 6rnekte, 50.01-500 pg/kg araliginda 295 ve
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500 pg/kg tstii miktarlarda ise 7 6rnekte AFB; tespit edilmistir. Caligmada Toplam Aflatoksin
miktarlarinin ise 7216 o6rnekte tespit limitinin altinda oldugu, 1594 onekte 0-5 pg/kg araliginda, 503
ornekte 5.01-20 pg/kg araliginda, 430 ornekte 20.01-50 ug/kg araliginda, 314 6rnekte 50.01-500
pg/kg araliginda ve 11 6rnekte 500 pg/kg tistii miktarlarda toplam aflatoksin bulundugu bildirilmistir
(Cheraghali ve ark., 2007).

2010 y1linda Ispanyada yapilan bir calismada 50 Antep fistig1 drneginin 5’inin aflatoksinlerle
bulagik oldugu belirlenmistir. Calismada Orneklerdeki AFB: miktarmin 2.21-1037.31 pg/kg
araliginda degistigi, Toplam Aflatoksin miktarlarnin ise 3.04-1134.53 arasinda degistigi
bildirilmistir (Fernane ve ark., 2010).

2010 yilinda Iran’da yapilan bir ¢alismada, Isfahan sehrinden toplanan 100 Antep fistig1
orneginin 95’inde Toplam Aflatoksin varligi tespit edilmistir. Bu 95 6rnegin 29’unun da Avrupa
Birligi yasal limitlerinin {izerinde oldugu belirlenmistir (Pour ve ark., 2010).

Sedefoglu, (2013) Istanbul piyasasindan topladigi 73 Antep fistig1 6rneginde aflatoksin
varligimi arastirdigi ¢alismasinda 20 oOrnegin 0.01-23.45 ng/kg araliginda Toplam Aflatoksin
icerdigini tespit etmistir.

Caligmamizda elde ettigimiz sonuglar ve diinyanin farkli bolgelerinde yapilan ¢alismalarda
Antep fistiginda aflatoksin olusum potansiyelinin yiiksek oldugu anlagilmaktadir. Antep fistiginda
aflatoksin miktarlar sicaklik, su aktivitesi, kiif kontaminasyonunun yogunlugu ve siire gibi farkli
parametrelere bagli olarak degismektedir. Calismamizda bazi 6rneklerde yasal limitlerin {izerinde
AFB; ve Toplam Aflatoksin tespit edilmistir. Antep fistig1 ¢erez olarak tiiketilebildigi gibi tatli ve
cikolata gibi bir¢ok gidada katki maddesi olarak kullanilan bir iiriin oldugu i¢in tiiketim 6ncesinde

yasal denetimlerin siklastirilmasi dnemlidir.

4.4.2. Zeytin Orneklerinde OTA Aranmasi

Doymamis yag asidi molekiilleri oran1 yiiksek bir meyve olan zeytin, kiif gelisimine miisait
bir yapidadir ve Aspergillus ile Penicillium tiirleri basta olmak {izere birgok kiif tiiri zeytinde gelisip
toksin olusumuna ve bozulmaya neden olabilmektedir (ElI Adlouni ve ark., 2006). Zeytinde kif
bulasimi agag iizerinde gergeklesebildigi gibi, hasat sonrasinda da gerceklesebilir. Ozellikle zeytin
sinegi tarafindan hasar gormiis meyveler, hasat esnasinda zarar gérmiis meyveler ve giines altinda
bekletilmis meyvelerde mikotoksin olusumunun yogun oldugu yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir.
Yapilan calismalarda zeytinde sitrinin ve OTA‘nin siklikla goriilebildigi; ayrica penisilik asit,
aflatoksin, sterigmatosistin ve patulin gibi mikotoksinlerin de goriilebilmektedir (Heperkan ve ark.,
2009).

Calisgmamizda piyasadan temin edilen 20 yesil zeytin 6rneginin 11’inde OTA varlig: tespit

edilmistir. Calismada elde edilen veriler Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Piyasadan Toplanan Zeytin Orneklerinde Tespit Edilen OTA Miktarlari

Ornek No Okratoksin A (ng/kg)
1 1.99
2 TE

3 0.83
4 0.16
5 TE

6 TE

7 8.64
8 TE

9 10.43
10 1.63
11 TE
12 TE
13 TE
14 0.59
15 TE
16 TE
17 0.18
18 12.01
19 7.87
20 0.92

TE: Tespit Limiti Degerinin (<LOD) altinda

OTA tespit edilen 6rneklerdeki OTA miktarlar1 0.16-12.01 pg/kg araliginda degismistir. AB
limitlerinde ve TGK Bulaganlar Tebligi’'nde, Avrupa Birligi Kriterlerinde ve Codex Alimentarius’ta
zeytinde OTA i¢in bir kriter belirlenmedigi i¢in yasal limitler ile bir karsilastirma yapilamamistir.

Finoli ve ark. (2005) Sicilya’da 45 siyah ve yesil zeytin 6rneginin 30°unda 1.01-8.40 ug/kg
araliginda OTA tespit etmislerdir. Ghitaku ve ark. 2006 yilinda Atina pazarindan aldiklari 30 zeytin
orneginin 2’sinde 1.18 ve 1.86 pg/kg araliginda OTA bulundugunu belirlemiglerdir. Benzer bir
caligmada El Adlouni ve ark. 2006 yilinda Fas’ta perakende satig yerlerinden ve siipermarketten
aldig1 10 zeytin 6rneginin 6’sinda 0.31-1.02 pg/kg araliginda OTA bulundugunu belirlemislerdir.
Ulkemizde yapilan bir calismada ise Dazkir, (2010) Istanbul piyasasindan topladigi 30 zeytin
Orneginin 22’sinde (%73.33) 0.54-2.99 ng/kg araliginda, OTA tespit etmistir.

Literatiir bilgileri ile bu ¢alismada elde edilen veriler karsilastirildiginda, heniiz herhangi bir

yasal limit getirilmemis olsa da zeytinlerde OTA olusabildigi, hatta bazi1 durumlarda ¢ok yiiksek
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miktarlara ulasabildigi goériilmektedir. Calismamizda kullandigimiz zeytin 6rneklerinde %55 gibi
yiiksek bir oranda OTA tespit edilmistir, benzer bir sekilde Dazkir’in (2010) ¢alismasinda da %73.33
oraninda zeytinlerde OTA bulundugu bildirilmistir.

4,5. Yag Ekstraksiyonu Metotlarnmn Antep fistiginda Aflatoksin ve Zeytinde OTA
Miktarlaria EtKisi

Mikotoksinler ile kontamine yagli bitkisel triinlerden yag elde edilerek, yaga diisiik
miktarlarda mikotoksin ge¢isi saglanabilmektedir (Parker ve Melnick, 1966; Bordin ve ark., 2014;
Sahin ve ark., 2021; Var ve Ugkun, 2021). Antep fistiginda aflatoksinler yasal limitlerin tizerinde
olmasi veya zeytinde OTA’nin yiiksek miktarlarda bulunmasi bu {iriinleri saglik agisindan riskli bir
hale getirmekle beraber, imha edilmeleri gerektiginden biiyiikk ekonomik kayiplar da s6z konusu
olmaktadir. Bu ¢alismada farkli ekstraksiyon metotlarmi Antep fistiginda aflatoksin ve zeytinde
OTA iizerine etkileri arastirilmis ve ekstraksiyon metotlar arasindaki farkliliklar ortaya konmustur.

Calismada dogal kontamine ve toksin asilanmis Antep fistig1 ve zeytin 6rneklerinden farkli
ekstraksiyon metotlari ile yag elde edilmistir. Kullanilan ekstraksiyon metotlari, soguk pres ve sicak
pres ile soxhlet ile yag ekstraksiyonu (n-hekzan ve petrol eteri) metotlaridir. Elde edilen Antep fistigi
yag1 ormeklerinde aflatoksin analizi, zeytinyagi drneklerinde ise OTA analizi yapilarak yaga gecen

toksin miktar1 bakimindan ekstraksiyon metotlarinin karsilagtirmasi yapilmistir.

4.5.1. Farkh Ekstraksiyon Metotlarinin Antep fistigindan Yaga Gecgen Aflatoksin Miktarina
Etkisi
Dogal Kontamine Antep fistigi Orneklerinden Yag Ekstraksiyonu
Dogal kontamine Antep fistig1 drneklerinden farkli ekstraksiyon metotlar1 kullanilarak yag
ve kiispe elde edilmistir. Ekstraksiyon bitiminde yag ve kiispe Orneklerine aflatoksin analizi
yapilarak, hammaddedeki aflatoksinin yaga gegisi ve kiispesinde kalan miktarlar1 incelenmistir.
Soguk sikim metodu ile yapilan ekstraksiyon sonucunda elde edilen veriler, her bir 6rnek

i¢in ayr1 ayr1 olmak kosulu ile Cizelge 4.9°da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Soguk Sikim Yag Ekstraksiyonu Metoduyla Dogal Kontamine Antep Fistigi
Orneklerinden Antep Fistig1 Yagina Gegen ve Kiispesinde Kalan Aflatoksin Miktarlari

. ) Kiispede Kalan Aflatoksin Miktarlar:
Baslangic Aflatoksin Miktarlar (ug/kg) Yaga Gegen Aflatoksin Miktarlar (ug/kg) (gke)
ng/kg
.. Toplam Toplam Toplam
OrnekNo | AFG. | AFG: | AFB; | AFB; . | AFG: | AFG:1 | AFB: | AFB: . | AFG; | AFG: | AFB2 | AFB: .
Aflatoksin Aflatoksin Aflatoksin
3 3.82 |26.62 |2.36 |33.10 | 65.90 0.68 |530 |0.62 |6.47 |13.07 2.37 | 1483|144 |18.21|36.84
4 0.11 |6.78 |2.86 |281 |12.56 0.02 |117 |052 [091 |2.62 0.07 |4.14 |181 |1.79 |7.81
5 6.15 |561 |220 [8.20 |22.16 098 |1.05 |041 |[1.68 |4.12 3.76 |3.48 |139 |492 |1354
9 0.09 [0.36 |0.10 |0.28 |0.83 0.02 |0.07 |0.02 |[0.06 |0.17 0.06 |0.21 |0.07 |0.20 |0.53
10 046 |101 [0.26 [0.93 |2.66 0.08 |0.19 |0.04 [0.17 |0.49 029 |059 |0.18 [0.66 |[1.71
11 028 |110 |(048 [1.10 |296 0.04 |0.21 |0.07 [0.18 |0.50 0.19 |0.67 |0.33 [0.77 |1.96
19 0.83 |3.27 |145 [3.01 |8.56 012 |0.62 |0.19 (048 [1.41 055 |190 [0.96 [1.93 |[533
20 055 |056 [219 [1.93 [523 0.09 {011 |0.23 (041 |0.84 035 |032 |138 [1.27 |3.32
Ortalama | 1.54 [566 |1.49 |6.42 |15.11 025 |1.09 |0.26 [1.30 |2.90 0.96 |3.27 |095 [3.72 |8.88

Kavrulmus 6rneklerden soguk sikim metodu ile yapilan ekstraksiyon sonucunda elde edilen

veriler, her bir 6rnek i¢in ayr1 ayri1 olmak kosulu ile Cizelge 4.10’da verilmistir.

Cizelge 4.10. Kavrulmus Orneklerden Soguk Sikim Yag Ekstraksiyonu Metoduyla Dogal
Kontamine Antep Fistig1 Orneklerinden Antep Fistig1 Yagma Gegen ve Kiispesinde
Kalan Aflatoksin Miktarlari

Baslangi¢ Aflatoksin Miktarlar1 (ng/kg)

Yaga Gegen Aflatoksin Miktarlar (ng/kg)

Kiispede Kalan Aflatoksin Miktarlar:

(ng/kg)
N Toplam Toplam Toplam
Ornek No | AFG: | AFG: | AFB: | AFB: AFG: | AFG: | AFB: | AFB:1 AFG: | AFG: | AFB: | AFB:
Aflatoksin Aflatoksin Aflatoksin

3 3.82 [26.62]236 |33.1 |659 0.63 |3.71 |0.33 |6.44 | 10.93 246 |16.72|1.44 |19.42|40.05
4 0.11 |6.78 |2.86 |2.81 |12.56 0.02 {119 (043 (046 |21 0.07 |4.73 |[1.87 | 179 |8.46

5 6.15 |5.61 |22 8.2 22.16 0.95 |1.06 |0.39 (158 |4.11 376 |394 |[154 |556 |14.8

9 0.09 |0.36 |0.1 0.28 |0.83 0.02 |0.07 |0.02 [0.05 |0.16 0.06 [0.25 [0.07 |0.2 0.58
10 046 | 101 |0.26 |0.93 |2.66 0.07 | 0.18 |0.04 [0.16 |0.46 0.33 | 0.68 |[0.18 |0.67 |1.86
11 028 |11 048 | 1.1 2.96 0.04 |0.2 0.07 | 0.17 | 0.47 0.19 |0.76 |0.33 |0.78 |2.06
19 0.83 |3.27 |1.45 |3.01 |8.56 0.12 {058 |0.21 {048 |14 056 235 [1.01 |2.11 |6.03
20 055 | 056 |219 |193 [5.23 0.09 |0.1 0.32 | 0.31 | 0.89 0.4 0.38 |15 129 |3.57
Ortalama | 1.54 |5.66 |1.49 |6.42 |15.11 0.24 1089 |0.23 [1.21 |257 098 [3.73 [0.99 |3.98 |9.68
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n-Hekzan ile soxhlet ekstraksiyonu sonucunda elde edilen veriler, her bir 6rnek i¢in ayr1 ayri

olmak kosulu ile Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. n-hekzan ile Soxhlet Ekstraksiyonu Metoduyla Dogal Kontamine Antep Fistigi
Orneklerinden Antep Fistigi Yagma Gegen ve Kiispesinde Kalan Aflatoksin

Miktarlari
Kiispede Kalan Aflatoksin Miktarlar
Baslangi¢ Aflatoksin Miktarlar1 (ng/kg) Yaga Gegen Aflatoksin Miktarlar1 (ng/kg) (ke
ng/kg
. Toplam Toplam Toplam
OrnekNo | AFG: | AFG: | AFB; | AFB: . AFG: | AFG: | AFB: | AFB: . | AFG2 | AFG: | AFB2 | AFB: .
Aflatoksin Aflatoksin Aflatoksin
3 3.82 |26.62 236 [33.1 |[65.9 055 |3.79 |024 (271 [7.34 2.78 | 195 | 1.72 | 25.37 | 49.37
4 0.11 [6.78 |2.86 |2.81 |12.56 0.01 |0.57 |0.36 |0.23 [1.12 0.08 |5.03 |2.08 |217 |9.39
5 6.15 | 561 |22 8.2 22.16 0.65 |0.63 |0.22 [0.84 |2.35 474 | 421 |1.75 |6.15 |16.85
9 0.09 {036 |0.1 0.28 |0.83 0.01 |0.04 |0.01 [0.04 |0.09 0.06 |0.24 |0.08 |0.21 |0.59
10 046 |1.01 |0.26 [0.93 |2.66 0.02 | 0.07 |0.02 |0.07 [0.18 031 |0.72 |0.18 |0.72 | 194
11 028 |11 048 |11 2.96 0.02 |0.11 |0.01 [0.05 [0.19 0.18 |[0.75 |0.38 [ 0.9 2.2
19 0.83 [3.27 |145 [3.01 |8.56 0.13 | 048 |0.11 [0.25 [0.74 0.6 225 | 1.07 (215 |6.07
20 055 (056 |2.19 [1.93 [5.23 0.04 |0.04 |0.18 |0.18 | 0.46 044 |041 | 167 |154 |4.05
Ortalama | 1.54 |5.66 |1.49 |6.42 |15.11 0.18 |0.72 |0.14 |0.55 |1.56 1.15 | 414 | 112 | 490 |11.31

Petrol eteri ile soxhlet ekstraksiyonu sonucunda elde edilen veriler, her bir 6rnek igin ayri

ayr1 olmak kosulu ile Cizelge 4.12°de verilmistir.
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Cizelge 4.12. Petrol Eteri ile Soxhlet Ekstraksiyonu Metoduyla Dogal Kontamine Antep Fistigi
Orneklerinden Antep Fistig1 Yagina Gegen Ve Kiispesinde Kalan Aflatoksin Miktarlar

Yaga Gegen Aflatoksin Miktarlar: Kiispede Kalan Aflatoksin Miktarlari
Baslangic Aflatoksin Miktarlan (ng/kg)
(ng/kg) (ng/kg)
N Toplam Toplam Toplam
Ornek No | AFG: | AFG: | AFB: | AFB:1 AFG; | AFG: | AFB: | AFB: AFG; | AFG: | AFB: | AFB:
Aflatoksin Aflatoksin Aflatoksin

3 3.82 |26.62|236 |33.1 | 659 0.38 |3.18 | 0.26 | 4.02 | 7.74 2.87 | 20.36 | 1.79 | 22.84 | 47.85
4 0.11 |6.78 |2.86 |2.81 |12.56 0.01 {0.82 |0.33 |0.35 | 151 0.08 517 |2.15|1.96 |9.37
5 6.15 [ 561 |22 |82 |[2216 0.57 | 0.64 |0.22 (09 |24 464 1432 (169 [6.81 |17.45
9 0.09 |0.36 |01 |0.28 |0.83 0.01 | 0.04 |0.01 |0.03 |0.09 0.07 | 0.27 |[0.08 |0.22 |0.64
10 0.46 [1.01 |0.26 | 0.93 | 2.66 0.05 | 0.12 | 0.03 | 0.15 | 0.34 0.36 | 0.75 | 0.2 |0.68 |1.98
11 028 |11 0.48 [1.1 |2.96 0.03 | 0.12 | 0.04 |0.14 | 0.32 0.21 | 0.89 |0.38 [0.79 |2.27
19 0.83 |[3.27 |1.45 |3.01 |8.56 0.09 |0.39 |0.17 |0.37 |1.01 0.61 | 254 |1.09 217 |6.41
20 0.55 [0.56 |2.19 | 193 |5.23 0.05 {0.06 |0.17 | 0.22 | 0.51 044 (041 |1.64 |1.49 |3.98
Ortalama | 1.54 |5.66 |1.49 |6.42 |15.11 0.15 | 0.67 | 0.15 | 0.77 | 1.74 116 [4.34 |1.13 |4.62 |11.24

Bu c¢alismada kullanilan dogal kontamine Antep fistig1 6rneklerinin her biri farkli toplam
aflatoksin miktarina (0.83-65.90 pg/kg)msahiptir. Dolayisiyla ekstraksiyon metotlart arasinda bir
kargilagtirma yapabilmek igin, yaga gecen aflatoksinin baslangica gore hangi oranda azaldigi
hesaplanmig ve karsilagtirmalar bu degerler iizerinden yapilmistir. Farkli ekstraksiyon metotlarinin,
dogal kontamine Antep fistig1 drneklerinden yaga gegen aflatoksin oranlarina etkisi Cizelge 4.13°te

verilmigtir.
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Cizelge 4.13. Dogal Kontamine Antep fistig1 Orneklerinden Farkli Ekstraksiyon Metotlari ile Yaga
Gecen Aflatoksin Oranlar1 (%)

Ekstraksiyon Metotlari
Kavrulmus [n-hekzan ile ..
Soguk Sikim |Orneklerden |Soxhlet Eits':[?_LE;?r;rlllj Soxhlet

Soguk Sikim |Ekstraksiyonu Y
Yaga Gecen AFG2 |\ ¢ 55 ) 400 (157740932 |10.14+3.87 b 9.84+.0.51 b
Oram (%)
Yaga Gecen AFG1 |10 03 000, [17.6441.61a |10.4842.88 b 11.39+0.76 b
Oram (%)
Yaga Gecen AFB: |15 05,1600 [15.6042.06a [8.6242.92 b 9.95+1.52 b
Oram (%)
Yaga Gecen AFB1 |10 50 4 es 0 173841772 [8.6042.39 b 12.20+1.71 b
Oram (%)
Yaga Gecen
Toplam Aflatoksin [18.39£1.73 a [17.18+1.12a [9.04£1.90 b 11.30+0.99 ¢
Oram (%)

* Ayni satirda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark dnemlidir(p<0.05)

Cizelge 4.13 incelendiginde ekstraksiyon uygulamalarmin dogal kontamine Antep
fistigindan yaga gecen toplam aflatoksin miktarlari tizerine etkili oldugu goériilmektedir. Elde edilen
yag orneklerindeki aflatoksin miktarlarinin baglangica gore diisiik oranlarda oldugu belirlenmistir.
Presleme ile veya ¢oziicii ile yag ekstraksiyonu sonucunda, yagh tohumlardaki aflatoksin yaga hem
de yag1 alinmis kiispede kalmaktadir.

Sonuglar incelendiginde ekstraksiyon metotlar1 arasindaki fark p<0.05 giiven araliginda
onemli bulunmustur. Buna goére yaga en diisik oranda toplam aflatoksin gecisi soxhlet
ekstraksiyonunda n-hekzan ¢ozgeninin kullanilmasiyla gerceklesmis (%9.04), bunu petrol eteri
(%11.30) takip etmistir. Soguk sikim (%18.39) ve kavrulmus drneklerden soguk sikim metotlarinda
(%17.18) ise yaklasik olarak ayni oranda yaga toplam aflatoksin gegisi oldugu goértilmiistiir.

Farkli ekstraksiyon metotlarinin, dogal kontamine Antep fistig1 Orneklerinde bulunan
aflatoksinin kiispelerde kalan toplam aflatoksin miktarlarina etkisi, oransal olarak karsilastirilmis ve

Cizelge 4.14’te verilmistir.
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Cizelge 4.14. Dogal Kontamine Antep fistig1 Orneklerinden Farkli Ekstraksiyon Metotlar ile Proses
Siirecinde Kiispede Kalan Aflatoksin Oranlari

Ekstraksiyon Metotlar:
Kavrulmus n-hekzan ile | Petrol Eteri ile
Soguk Sikim | Orneklerden | Soxhlet Soxhlet

Soguk Sikim | Ekstraksiyonu | Ekstraksiyonu
Kiispede Kalan AFG, 64.29+2.38 ¢ |66.95£3.94bc |71.65£5.33 ab |75.98+2.49 a
Oram (%)
Kiispede Kalan AFG1 |50 5 5 170 68554271 b |71.3343.10b | 76.354.2.36 a
Oram (%)
Kiispede Kalan AFB: | cs 59,3 401 [67.8243.13b | 754543922 |76.75+1.92
Orani (%)
Kiispede Kalan AFB, 65.13+5.73b |67.69+4.58b |76.79+3.16a |74.33+4.85a
Oram (%)
Kiispede Kalan Toplam
Aflatoksin Orant (%) 62.41£3.06c |67.88£3.16b |74.05£229a |75.65£1.90 a

* Ayni satirda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark 6nemlidir(p<0.05)

Cizelge 4.14 incelendiginde, kiispelerde yapilan analizlerde, baglangicta Antep fistigi
orneklerinde bulunan aflatoksinlerin biiyiik kisminin kiispede kaldigi belirlenmistir. Kiispe
orneklerinde kalan aflatoksin oranlart bakimindan ekstraksiyon metotlarin karsilastirildiginda, en
yiiksek oranda toplam aflatoksin, %75.65 oraniyla petrol eteri ile soxhlet ekstraksiyonu ile %74.05
oraniyla n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonundan tespit edilmis, bunu %67.88 orani ile kavrulmus
orneklerden soguk sikim metodu ve % 62.41 orantyla soguk sikim metodu takip etmistir.

Parker ve Melnick, (1966) yaptiklart bir ¢alismada dogal kontamine yerfistigi ve musir
orneklerinden soguk pres ve n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonu yontemlerini kullanarak yag elde
ettikleri ¢aligmalarinda, her iki ekstraksiyon metodunda da aflatoksinlerin ¢ogunun yagi alinmis
kiispede kaldigini ve az bir kisminin yaga gectigini tespit etmislerdir.

Abalaka ve Elegbede, (1982) Nijerya’da yaptiklari bir ¢alismada, yerel bir yag fabrikasindan
temin ettikleri 6rneklerde AFB; varligini aragtirmiglardir. Calismada igletmenin deposunda bulunan
yerfistig1 tohumu ve yerfistigi kiispesi ile ham ve rafine yerfistig1 yaglarindan érnekler alinmigtir.
AFB; miktarinin yerfistigi tohumu orneklerinde 450-600 pg/kg araliginda oldugunu, yerfistigi
kiispesinde 860 pg/kg, ham yerfistig1 yagir 6rneklerinde 98 pg/kg oldugunu ve rafine yerfistigi
orneklerinde 9 pg/kg’a kadar diistiigiinii belirlemislerdir. Bu ¢alismada bizim ¢alismamizdan farkl
olarak yerfistig1 kiispesinde tespit edilen AFB; miktarinin baslangica gére daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu durumun ekstraksiyondan elde edilen kiispelerin depolama sartlarindan dolay kiif
gelisiminin ve AFB; liretiminin devam etmesinden kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Sengiil ve ark., (2018), Antep fistig1 gibi sert kabuklu bir meyve olan findik 6rneklerini yaga
isleyerek yaga gecen aflatoksin miktarlarini arastirmislardir. Calisma materyali olarak 44.08-73.67

ng/kg araliginda toplam aflatoksin ile dogal kontamine olmus 5 findik 6rnegi kullanilmistir. Yag
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ektraksiyonu ise n-hekzan ile soxhlet cihazinda gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda,
hammaddede bulunan aflatoksinlerin AFB; i¢in %5,83, AFB1 i¢in %4,38, AFG; i¢in %3,44 ve AFG;
icin %1,88 oraninda yaga gectigini bildirmislerdir. Bu g¢alismada elde edilen veriler ile bizim
calismamiz karsilagtirildiginda n-hekzan ile yag ekstraksiyonu elde edilen yaglardaki toplam
aflatoksin miktarinin baslangica gére %90’in iizerinde bir oranda azalmig olmasi ag¢isindan
benzerlikler mevcuttur.

Sahin ve ark., (2021) Osmaniye ilinde dogal kontamine yerfistig1 6rneklerinde yaptiklari
calismada soguk pres, kavrulmus yerfistigindan soguk pres ve petrol eteri ile soxhlet ekstraksiyonu
yontemiyle yag elde ederek, hammaddede bulunan aflatoksinlerin yaga gegis oranlarini
arastirmiglardir. Calismada kullanilan 6rneklerde AFB; 41.59-221.8 nug/kg araliginda ve AFB» 5.88-
40.93 pg/kg araliginda tespit edilmis ancak AFG;1 ve AFG; tespit edilememistir. Calisma sonuglarina
gore yerfistig1 yagina en az aflatoksin gegisi petrol eteri ile soxhlet ekstraksiyon metodunda (AFB::
%29, AFB2: %35) gerceklesmis, bunu kavrulmus yerfistigindan soguk pres metodu (AFB1: %35,
AFB2: %62) takip etmis ve en fazla aflatoksin gecisi soguk pres ile ekstraksiyon metodunda (AFB;:
%40, AFB,: %69) gerceklesmistir. Bu calismada elde edilen veriler ile bizim c¢alismamiz
karsilastirildiginda soguk pres ve kavrulmus tohumlardan soguk pres yontemleri ile yaga gecen
aflatoksin oranlar1 ¢ok daha yiiksek ¢ikmistir. Bu ¢aligma ile bizim ¢aligmamizda benzer ekstraksiyon
diizenegi kullanilmis olmasina ragmen yaga gecen aflatoksin oranlarinda goriilen farkliligin,
caligmada kullandiklari hammaddenin ¢ok yiiksek miktarlarda aflatoksin igermesi sebebiyle
gerceklestigi diisiiniilmektedir.

Mahoney ve ark., (2021) California ABD’de yaptiklar1 bir ¢aligmada aflatoksin ile dogal
kontamine badem oOrneklerini yaga isleyerek yaga ve kiispede kalan aflatoksin miktarlarini
incelemislerdir. Calismada 0.8-928 pg/kg araliginda toplam aflatoksin iceren 19 dogal kontamine
badem 6rnegi kullanilmistir. Bademlerden yag elde etmek i¢in ise n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonu
yontemi kullanilmigtir. Ekstraksiyon isleminden sonra baslangigtaki toplam aflatoksinin %2.7-17.2
araliginda yaga gectigini, kiispede ise %82.8-969 araliginda kaldigini tespit etmislerdir. Badem ve
Antep fistig1 sert kabuklu meyveler sinifinda ve birbirine benzeyen yapida olan meyvelerdir. Bizim
calismamizda n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonunda % 9.04 oraninda toplam aflatoksinin ge¢mesi

bu calisma ile uyumludur.

Aflatoksin Asilanmis Antep fistig1 Orneklerinden Yag Ekstraksiyonu

Kontrollii kosullarda ¢alisma amaciyla, Aflatoksin varlig1 tespit edilemeyen Antep fistigi
orneklerine 15 pg/kg Toplam Aflatoksin (AFG2 ve AFB,: 1.73 pg/kg; AFGy ve AFB1: 5.77 png/kg)
standardi agilanmis ve ornekler 3 saat karanlik bir ortamda agzi kapali bir sekilde bekletildikten sonra
yag ekstraksiyonu islemleri yapilmistir. Aflatoksin agilanmis Antep fistig1 6rneklerinden farklh
metotlarla yag ekstraksiyonu sonrasinda yagda ve kiispede tespit edilen aflatoksin miktarlar1 ve yaga

gecen aflatoksin oranlari ile ilgili veriler Cizelge 4.15’te verilmistir.
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Cizelge 4.15. Aflatoksin Asilanmis Antep fistig1

Orneklerinden Farkli

Metotlarla

Yag

Ekstraksiyonu Siirecinde Antep Fistigi Yagina Gegen ve Kiispesinde Kalan

Aflatoksin Miktarlar1
Ekstraksiyon Metotlari
Kavrulmus
Soguk Sikim Orneklerden n-hekzan Petrol Eteri
Soguk Sikim
Baslangi¢
1.73 173 173 173
Miktari(pg/kg)
Yaga Gegen Toksin | 1), a 0.26£0.01 b 0.17+0.03 ¢ 0.19£0.01 ¢
Miktar: (ng/kg)
AFG: | Kiispede Kalan
Toksin Miktar 1.63£0.37 a 1.42+0.36 a 1.56+0.49 a 14140454
(ng/kg)
Yaga Gegen Toksin | ¢ 55, 16, 14.98 £ 0.86 b 9.85+1.47 ¢ 10.70£0.62 ¢
Oram (%)
Baslangi¢
5.77 5.77 5.77 5.77
Miktari(ng/kg)
Yaga Gegen Toksin |, 5,414, 1.06+0.03 b 0.7120.04 ¢ 0.740.04 ¢
Miktar (ng/kg)
AFG:1 | Kiispede Kalan
Toksin Miktar 4.65+0.57 a 4.17+0.51 a 4.4540.50 a 4.7741.01 a
(ng/kg)
Yaga Gegen Toksin | )} 1) 652 18.3240.55 b 12.410.66 ¢ 12.86+0.71 ¢
Oram (%)
Baslangi¢
1.73 173 173 173
Miktari(ng/kg)
Yaga Gegen Toksin |, 31, 044 0.26+0.03 b 0.15+0.04 ¢ 0.19+0.02 d
Miktar (ng/kg)
AFB2 Kiispede Kalan
Toksin Miktar 1.5240.35a 1.44+0.23 a 1.57+0.41 a 143035 a
(ng/kg)
Yaga Gegen Toksin | 0 10,5 294 1527+1.70 b 8.59+2.54 d 10.79+1.12 ¢
Oram (%)
Baslangi¢
5.77 5.77 5.77 5.77
Miktari(pg/kg)
Yaga Gegen Toksin || (.39, 0.990.90 b 0.5940.15 be 0.7120.06 ¢
Miktar (ng/kg)
AFB:1 | Kiispede Kalan
Toksin Miktar 4.60+0.50 a 4.78+0.73 a 4914081 a 5.25+0.92a
(ng/kg)
Yaga Gegen Toksin | ) 3,057 17.1241.56 b 10.1742.54 ¢ 12.24+1.11 be
Oram (%)
Baslangie 15 15 15 15
Miktari(ng/kg)
Yaga Gegen Toksin | 5 10,534 2.56+0.16 b 1.6240.23 ¢ 1.8240.10 ¢
Miktar (ng/kg)
Toplam —
.| Kiispede Kalan
Aflatoksin . .
Toksin Miktar 13.08+1.04 a 11.81£1.27b 12.50+1.34 ab 12.86+1.08 ab
(ng/kg)
Yaga Gegen Toksin | ) 19,3 564 17.1041.04 b 10.80+1.51 ¢ 12.1240.70 ¢
Orani (%)

* Ayni satirda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark 6nemlidir(p<0.05)
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Cizelge 4.15 incelendiginde, yag ekstraksiyonu metotlarinin asilanmis Antep fistigt
orneklerindeki aflatoksinin yaga gecisi lizerine etkili oldugu goriilmektedir. Yaga aflatoksin gegisi
bakimindan ekstraksiyon metotlar1 karsilastirildiginda, p<0.05 giiven araliginda metotlar arasinda
farkin istatistiki olarak onemli oldugu belirlenmistir.

Yag oOrneklerine diisiik toplam aflatoksin gecisi %10.80 oraniyla n-hekzan ile soxhlet
ekstraksiyonu metodu ile %12.12 petrol eteri ile soxhlet ekstraksiyonu metotlarinda gergeklesmistir.
En yiiksek toplam aflatoksin gegisi ise %21.19 oraniyla soguk sikim metodu ile %17.10 oraniyla
kavrulmug 6rneklerden soguk sikim metodunda gerceklesmistir.

Aflatoksinler yiiksek polariteye sahip bilesiklerdir, buna kargin n-hekzan ve petrol eteri gibi
kimyasallarin polaritesi ¢ok diisliktiir. Yag da nonpolar bir yapida oldugu i¢in soxhlet
ekstraksiyonunda, bu ¢6zgenlerin etkisi ile yag iyi bir sekilde ¢oziinererek kiispeden ayrilmaktadir.
Aflatoksinler ise bu ¢ézgenlerde ¢6ziinemedigi i¢in soxhlet ekstraksiyonunda yaga aflatoksin gecisi
cok diisiik oranlarda gerceklesmektedir (Mahoney ve Rodriguez, 1996).

Yag ekstraksiyonundan sonra elde edilen kiispelerde yapilan aflatoksin dl¢iimlerinde 11.81-
13.08 ng/kg araliginda toplam aflatoksinin kiispede kaldigini belirlenmistir. Uygulanan metotlar
arasindaki farklilik p<0.05 giiven araliginda onemli bulunmustur. Buna gore, en fazla toplam
aflatoksin soguk sikim yonteminden elde edilen kiispelerde (13.08 pg/kg) tespit edilmis, bunu petrol
eteri ile soxhlet ekstraksiyonu (12.86 pg/kg), n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonu metodu (12.50) ve
kavrulmus tohumlardan soguk sikim metodu (11.81 pg/kg) takip etmistir.

Caligmamizda elde ettigimiz verilerin dogal kontamine ¢aligmasindaki sonuglar (bkz. 4.5.1)
ile uyumlu oldugu belirlenmistir. Yaga gegen toplam aflatoksin miktarlari; dogal kontamine
orneklerde n-hekzan ile ekstraksiyonda 9%9.04 iken, asilanmig 6rneklerde %10.80°dir. Petrol eteri ile
ekstraksiyonda dogal kontaminelerde %11.30 iken agilanmis 6rneklerde %12.12 olarak bulunmustur.
Kavrulmus tohumlardan soguk pres metodunda dogal kontamine 6rneklerde %217.18 iken aflatoksin
astlanmis orneklerde %17.10°dur. Soguk sikim metodunda dogal kontamine 6rneklerde %18.39 iken
aflatoksin agilanmis 6rneklerde %21.19'dur.

Literatiirlerde Antep fistigindan yag ekstraksiyonu yapilmasi sonucunda yagdaki aflatoksin
miktarini inceleyen bir ¢alisma veya Antep fistig1 yaginda aflatoksin aranmast ile ilgili bir calismaya
rastlanmadig1 i¢in ¢alismamizin verileri Antep fistig1 benzeri yagli tohum ve meyvelerle yapilan ve
baslangi¢ konsantrasyonlari sabit olan galigmalarla karsilastirilmigtir.

Var ve Ugkun (2021), 5 ve 10 pg/kg toplam aflatoksin asilanmis yer fistigi drneklerinde
farkli ekstraksiyon metotlarinin yaga gegen aflatoksin miktarma etkisini arastirdiklari ¢aligmada
soguk pres, kavrulmus tohumlardan soguk pres ve n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonu metotlarini
kullanmisglardir. Calisma sonucunda tiim yag ekstraksiyonu metotlarinin yerfistigi orneklerindeki
aflatoksinin yaga gegisi lizerine etkili oldugunu belirlemislerdir. Ekstraksiyon metotlarindan yaga en
az toplam aflatoksin gecisi n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonu metodunda ger¢eklesmis (%20.60-
21.90), bunu kavrulmus tohumlardan soguk pres (%22.20-23.70) ve soguk pres (%25.8-26.90) takip
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etmistir. Ayni ¢alismada, ekstraksiyon bitiminde elde edilen kiispelerdeki aflatoksin miktarlar1 da
incelenmis en fazla aflatoksinin n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonundan elde edilen kiispelerde
(%75.00-75.60) kaldigini belirlemisler, bunu kavrulmus tohumlardan elde edilen soguk presten elde
edilen kiispeler (%67.80-74.00) ve soguk presten elde edilen kiispe 6rnekleri (%60.10-71.60) takip
etmistir. Bu ¢alisgmada elde edilen bulgularin g¢alismamizdaki bulgular ile uyumlu oldugu
belirlenmistir.

Bu ¢alismada elde edilen verilere gore, Antep fistigindan yag ekstraksiyonu yapildiginda,
ekstraksiyon metodunun etkinligine bagli olarak, elde edilen yag numunesine diisitk miktarda
aflatoksin gegisi oldugu, baslangigta bulunan aflatoksinin ise biiyiik oranda kiispede kaldigi

belirlenmistir.

4.5.2. Farkh Ekstraksiyon Metotlarinin Zeytinden Zeytinyagina Ge¢cen OTA Miktarina Etkisi
OTA ile Dogal Kontamine Olmus Zeytin Orneklerinden Yag Ekstraksiyonu

Antep fistig1 caligmasinda oldugu gibi, yapilan tarama ¢alismasinda OTA ile kontamine
oldugu tespit edilen zeytin 6rnekleri dogal kontamine olarak kabul edilmis ve bu 6rneklere farkli
metotlarla yag ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstraksiyon bitiminde yag ve pirina 6rneklerinde OTA
analizi yapilarak, hammaddedeki OTA’nin pirinada kalan ve yag orneklerine gecen miktarlar
incelenmisgtir.

Dogal kontamine oOrneklerde her ornekteki OTA miktarlar1 farkli oldugu igin her
ekstraksiyon metodunu igin elde edilen sonuglar ayr1 ayri tablolar halinde verilmistir. Soguk Sikim
Ekstraksiyon metodu ile yapilan yag ekstraksiyonundan elde edilen sonuglar Cizelge 4.16’da

verilmistir.

Cizelge 4.16. Soguk Sikim Yag Ekstraksiyonu Metoduyla Dogal Kontamine Zeytin Orneklerinden
Zeytinyagina Gegen ve Pirinada Kalan OTA Miktarlar

Baslangic OTA Yaga Gecen OTA Pirinada Kalan OTA
Ornek No Miktarlar (ng/kg) Miktarlar (ng/kg) Miktarlar (ng/kg)
1 1.99 0.62 1.48
3 0.83 0.32 0.47
7 8.64 3.89 4.85
9 10.43 2.71 6.67
10 1.63 0.54 1.19
14 0.59 0.24 0.27
18 12.01 2.64 9.80
19 7.87 2.99 4.46
Ortalama 5.49 1.74 3.65
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Sicak sikim metodu ile yapilan yag ekstraksiyonundan elde edilen sonuglar Cizelge 4.17°de

verilmisgtir.

Cizelge 4.17. Sicak Sikim Yag Ekstraksiyonu Metoduyla Dogal Kontamine Zeytin Orneklerinden
Zeytinyagina Gegen ve Pirinada Kalan OTA Miktarlar

Baslangic OTA Yaga Gecen OTA Pirinada Kalan OTA
Ornek No Miktarlar (ng/kg) Miktarlar (ng/kg) Miktarlar: (ng/kg)
1 1.99 0.78 1.30
3 0.83 0.24 0.54
7 8.64 2.62 5.10
9 10.43 2.98 5.78
10 1.63 0.62 0.98
14 0.59 0.18 0.35
18 12.01 2.84 9.82
19 7.87 1.84 4.86
Ortalama 5.49 151 3.59

n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonu metodu ile yapilan yag ekstraksiyonundan elde edilen

sonuglar Cizelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18. n-hekzan ile Soxhlet Ekstraksiyonu Metoduyla Dogal Kontamine Zeytin
Orneklerinden Zeytinyagina Gegen ve Pirinada Kalan OTA Miktarlar

Baslangic OTA Yaga Gecen OTA Pirinada Kalan OTA
Ornek No Miktarlar (ng/kg) Miktarlan (ng/kg) Miktarlan (ng/kg)
1 1.99 0.22 1.80
3 0.83 0.16 0.56
7 8.64 1.30 7.24
9 10.43 0.94 9.44
10 1.63 0.37 1.14
14 0.59 0.07 0.41
18 12.01 2.28 8.61
19 7.87 0.87 5.89
Ortalama 5.49 0.78 4.39

Petrol eteri ile soxhlet ekstraksiyonu metodu ile yapilan yag ekstraksiyonundan elde edilen

sonuglar Cizelge 4.19’da verilmistir.
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Cizelge 4.19. Petrol Eteri ile Soxhlet Ekstraksiyonu Metoduyla Dogal Kontamine Zeytin
Orneklerinden Zeytinyagina Gegen ve Pirinada Kalan OTA Miktarlar

Baslangic OTA Yaga Gecen OTA Pirinada Kalan OTA

Ornek No Miktarlar1 (ng/kg) Miktarlar (ng/kg) Miktarlar1 (ng/kg)
1 1.99 0.30 1.59

3 0.83 0.04 0.67

7 8.64 1.12 7.41

9 10.43 0.63 9.70

10 1.63 0.15 1.58

14 0.59 0.07 0.41

18 12.01 0.36 11.63

19 7.87 0.71 7.15

Ortalama 5.49 0.42 5.02

Ekstraksiyon i¢in kullanilan zeytin 6rneklerinin her biri farkli OTA miktarlarina (0.59-12.1
ug/kg) sahip oldugu i¢in ekstraksiyon uygulamalarinin etkinligini saptamak amaciyla OTA’nin hangi
oranlarda zeytinyagina gectigi hesaplanmis ve istatistiksel karsilastirmalar bu degerler {izerinden
yapilmistir. Farkli ekstraksiyon metotlarinin, dogal kontamine zeytin orneklerinden zeytinyagina

gecen OTA oranlaria etkisi Cizelge 4.20°de verilmistir.

Cizelge 4.20. Farkli  Ekstraksiyon Metotlartyla Dogal Kontamine Zeytin Orneklerinden
Zeytinyagina Gegen OTA Oranlari (%)

Ekstraksiyon Metotlari

Soguk Sikim Sicak Sikim n-hekzan Petrol Eteri

Zeytinyagina Gecen
OTA Oram (%)

3434+780a |3033+577a | 14.84+496b |898+4.17b

* Ayni satirda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark 6nemlidir(p<0.05)

Cizelge 4.19 incelendiginde ekstraksiyon uygulamalariin dogal kontamine zeytinde OTA
miktarlan {izerine etkili oldugu goriilmektedir. Ekstraksiyon metotlar1 arasindaki farklik p<0.05
giiven araliginda 6nemli bulunmustur. Buna gére zeytinyagina en diisiik oranda OTA gegisi % 8.98
orantyla petrol eteri ile soxhlet ekstraksiyonu ile %14.84 oraniyla n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonda
gerceklesmistir. Sicak pres metodunda zeytinyagima gecen OTA miktar1 %30.33 iken soguk pres

metodunda bu oran % 34.34 olarak belirlenmistir.
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Dogal kontamine zeytin orneklerinden farkli ekstraksiyon metotlariyla proses siirecinde

pirinada kalan OTA oranlar1 oransal olarak karsilastirilmis ve Cizelge 4.21°de verilmistir.

Cizelge 4.21. Dogal Kontamine Zeytin Orneklerinden Farkli Ekstraksiyon Metotlartyla Proses
Siirecinde Pirinada Kalan OTA Oranlar

Ekstraksiyon Metotlari

Soguk Sikim Sicak Sikim n-hekzan Petrol Eteri

Pirinada Kalan | 63.52+11.95b 63.47+8.08 b 72.27£9.55a | 86.694+9.59 a
OTA’nmin Oram (%)

Cizelge 4.21 incelendiginde, yag ekstraksiyonundan elde edilen pirina 6rneklerinde yapilan
OTA olgtimlerinde, zeytinde bulunan OTA’nin biiyiik oranda pirinada kaldigi belirlenmistir. Buna
gore, pirinada en yiiksek oranda OTA %86.69 orani ile petrol eteri ile soxhlet ekstraksiyonunu ile
%72.27 oran ile n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonu metodunda tespit edilmistir. Pirinada kalan en
diisiik OTA oran1 %63.47 orani ile sicak sikim metodu ile %63.52 orani ile soguk sikim metotlarinda
gerceklesmistir.

Papachristou ve Markaki 2003 yilinda Yunanistan’da 50 zeytinyagi orneginin 44’{inde
ortalama 0.267 ug/kg diizeyinde OTA varhigin1 tespit ettigi; Finoli ve ark. (2005) Sicilya’da tiretilen
28 sizma 6rneginde 0.052-0.244 pg/kg araliginda OTA bulundugunu bildirdigi; Ferracane ve ark.
(2007), italya ve Kuzey Afrika’dan aldiklar1 30 ayr1 zeytinyag: drneginin 24’{inde en yiiksegi 17.0
ng/kg miktarinda olmak iizere OTA tespit ettigi; Ulkemizde yapilan bir calismada ise Dazkir, (2010)
Istanbul piyasasindan topladig1 30 zeytinyag: drneginin ise 25’inde 0.36-2.10 pg/kg araliginda OTA
tespit ettigi goriilmektedir.

2022 yilinda Var ve Tekin tarafindan yapilan bir ¢alismada piyasadan toplanan 25 soguk
sikim natiirel zeytinyagi 6rneginin 13’iinde 0.40-9.15 pg/kg araliginda OTA bulundugu tespit
edilmistir.

Zeytinyag1 genellikle soguk sikim, nadiren de olsa sicak sikim metoduyla elde edilmektedir.
Piyasada satilan zeytinyaglarinin neredeyse tiimiinde bu metotlar kullanilmaktadir. Ozellikle soguk
sitkim metodu zeytinyagmin duyusal ve karakteristik 6zelliklerini ¢ok iyi bir sekilde muhafaza
etmekte ancak zeytinyagina OTA gegisi a¢isindan incelendiginde diger metotlardan daha fazla OTA
gecisine olanak saglamaktadir (Papachristou ve Markaki, 2004; Finoli ve ark., 2005; Ferracane ve
ark., 2007; Dazkir, 2010).
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OTA Asilanmug Zeytin Orneklerinden Yag Ekstraksiyonu

Tarama calismasinda OTA varligi tespit edilemeyen zeytin drneklerine 15 pg/kg OTA
standard1 agilanmis, drnekler 3 saat karanlik bir ortamda agzi kapali bir sekilde bekletildikten sonra
yag ekstraksiyonu iglemleri yapilmistir. OTA asilanmis zeytin 6rneklerinden farkli metotlarla yag

ekstraksiyonu sonrasinda yaga gecen OTA miktarlar1 Cizelge 4.22°de verilmistir.

Cizelge 4.22. OTA Asilanmis Zeytin Orneklerinden Farkli Metodlarla Yag Ekstraksiyonunun
Zeytinyagina Gegen ve Pirinada Kalan OTA Miktarlarina Etkisi

Ekstraksiyon Metotlar1
Soguk Sikim Sicak Sikim n-hekzan Petrol Eteri
Baslangic OTA
Fangie 15 15 15 15
Miktar: (ng/kg
Yaga Gecen OTA
Miktar (ng/kg) 5.99+0.73 a 5.53+0.89 a 258+0.75b 0.93+0.51 ¢
iktar: (ug/kg
OTA
Pirinada Kalan OTA
9.30+1.29 c 10.60+1.44 bc 11.27+1.09 ab 12.47+0.91 a
Miktarlar (ng/kg)
Zeytinyagina Gecen
39.94+4.83 a 36.80+5.95a 17.23+4.98 b 6.23+3.39 ¢
OTA Orani (%)

* Ayni satirda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05)

Cizelge 4.22 incelendiginde, ekstraksiyon metotlarinin zeytinyagi iiretim siirecinde OTA
miktar1 tizerine etkili oldugu goriilmektedir. Sonuglar incelendiginde, metotlar arasindaki farklilik
p<0.05 giiven araliginda istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Buna gore yaga en diisiik oranda OTA
gecisi % 6.23 oraniyla petrol eteri ile soxhlet ekstraksiyonunda gerceklesmis bunu %17.23 oraniyla
n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonu metodu takip etmistir. Sicak pres metodunda zeytinyagina gegen
OTA miktar1 %36.80 iken, soguk pres metodunda bu oran % 33.94 olarak belirlenmistir.

Yag ekstraksiyonundan elde edilen pirina 6rneklerinde yapilan OTA &lgtimlerinde 9.30-
12.47 pg/kg araliginda OTA’nin pirinada kaldig1 belirlenmistir. Buna gore, pirinada en yiiksek
oranda OTA %83.13 oranu ile petrol eteri ile soxhlet ekstraksiyonundan elde edilmistir. Bunu %75.13
orant ile n-hekzan ile soxhlet ekstraksiyonu metodu, % 70.66 orani ile sicak sikim metodu ve %62.00

orant ile soguk sikim metotlar1 takip etmistir.
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4.6. Rafinasyon Islemlerinin Antep fistig1 Yaginda Aflatoksin ve Zeytinyaginda OTA Uzerine
Etkisi

Yag ekstraksiyonu ile hammaddedeki mikotoksinler diisiik oranlarda bile olsa yaga
gecebilmektedir. Bu caligmada rafinasyon islemlerinin Antep fistig1 yagindaki aflatoksin ve
zeytinyagindaki OTA miktarlar1 {izerine etkisini belirlemek igin iki farkli g¢alisma plani
uygulanmustir. Birinci ¢alisma planinda her bir rafinasyon basamaginin aflatoksin/OTA iizerine etkisi
ayri ayri incelenmistir. Bu amacla uygulanan her islem 6ncesi 6rneklere 15 pg/kg standart eklenmis
ve islem bitiminde yag drneklerine aflatoksin/OTA analizi yapilmaistir.

Ikinci galisma planinda ise, rafinasyon isleminin baslangicinda yag &rneklerine 15 pg/kg
miktarinda aflatoksin/OTA standardi eklenmis ve bu miktarin siire¢ boyunca degisimleri incelenerek,
rafinasyon bitiminde yag 6rneklerindeki aflatoksin/OTA miktar1 6l¢iilmiistiir. Calismalar 4 paralel

ve 3 tekerriirli olarak ytirtitiilmiistiir.

4.6.1. Antep fistiZ1 Yaginda Rafinasyon Calismalari

Rafinasyon Prosesi Boyunca Antep fistigi Yaginda Bulunan Aflatoksin Miktarlarindaki Degisim
Bu caligmada ilk ¢alismadan farkli olarak aflatoksin agisindan temiz olan Antep fistig1 yagi

orneklerine sadece baslangicta 15 pg/kg toplam aflatoksin (AFG2 ve AFB2: 1.73 pg/kg; AFG: ve

AFB:: 5.77 pg/kg) asilamasi yapilmis, drnekler 3 saat karanlik odada bekletildikten sonra dnce

degumming, sonra noétralizasyon ve en son agartma islemleri uygulanmistir. Prosesin her

asamasindan ornekler alinmig ve aflatoksin miktarlarindaki degisim takip edilmistir. Calismada elde

edilen sonuglar Cizelge 4.23’de verilmistir.
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Cizelge 4.23. Rafinasyon Prosesi Boyunca Antep Fistigi Yaginda Bulunan Aflatoksin
Miktarlarindaki Degigim

RAFINASYON ISLEM BASAMAKLARI

BASLANGIC DEGUMMING NOTRALIZASYON AGARTMA

pg/kg pg/kg Azalma (%) | ng/kg Azalma (%) | ng/kg Azalma (%)
AFG; 1.73 0.45+0.06 |73.97+3.67a |0.19+0.02 | 51.2629.34 b | 0.15+0.02 |23.99£9.61 c
AFG; 5.77 2.10£0.51 [63.53£8.86a |0.72+0.04 | 58.89£11.91 a|0.53£0.04 |25.39+7.14b
AFB2 1.73 0.58£0.09 |66.25£5.28a |[0.2120.02 | 60.01=7.68a |0.17£0.01 |20.93+7.90 b
AFB; 5.77 1.89+0.41 |67.26£7.09a |0.73£0.04 |56.39£9.32b |0.60+£0.04 | 16.64=4.10 c
Toplam
Aflatoksin 15 4.58+0.77 |69.50+5.13a | 1.85£0.04 | 58.19+6.80 b | 1.45+£0.06 |21.49+3.04 ¢

* Ayni satirda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark 6nemlidir(p<0.05)

Cizelge 4.23 incelendiginde yag orneklerinde rafinasyon oncesi toplam 15 pg/kg olan
aflatoksin miktari, rafinasyon sonrasinda 1.45 pg/kg’a diismiistiir. Sonuclar karsilagtirildiginda
p<0.05 giiven araliginda rafinasyon metotlar1 arasindaki fark 6nemli bulunmustur. Rafinasyon
isleminde toplam aflatoksin miktarinin en fazla azaltildigi proses %69.50 oraniyla degumming olarak
belirlenmistir. Bunu % 58.19 oraniyla nétralizasyon ve %21.49 oraniyla agartma takip etmistir.

Calismamizda degumming islemi i¢in Antep fistig1 yagi drneklerine 30 dk boyunca, 90 °C
sicaklikta %0.05’1 miktarinda %85°1ik fosforik asit uygulamasi yapilmistir. Fosforik asitin pH degeri
1.5-2 arasinda degismektedir ve kuvvetli asitler arasinda siniflandirilmaktadir. Fan ve ark., 2013
yilinda yerfistigindaki AFB;1’1 detoksifiye etmek icin pH<3 olarak ayarlanmis elektoaktivite suyunun
etkinligini arastirmiglardir. Calisma sonucunda AFB; miktarinin %85 oraninda distiigiinii
belirlemisler ve diisiik pH’larda aflatoksinlerin yapilarinin bozuldugunu belirtmislerdir. Jalili ve ark.,
2011 yilinda karabiber ve tiirevlerinden olusan Ornek grubuna aflatoksin asilayarak cesitli
kimyasallarin aflatoksinler iizerine etkilerini arastirdiklari ¢alismalarinda asidik ve bazik
kimyasallarin, orneklerde bulunan aflatoksin miktarlarinin azalmasini sagladigi belirlenmistir.
Kullandiklar1 % 85’lik fosforik asit uygulamasiyla aflatoksin miktarinin yaklasik % 25 oraninda
diistiiglinii gézlemlemislerdir.

Calismamizda nétralizasyon islemi igin Antep fistig1 yagi 6rnekleri 30 dk siiresince, 90 °C’de
%8’lik 0.1 N NaOH ile tepkimeye sokulmustur. Notralize edilen Antep fistig1 yag1 drneklerindeki
aflatoksin miktarinin %58.19 oraninda azaldigi belirlenmistir. Ji ve ark (2015) yerfistig1 yaginin
rafinasyonunda AFB;:’in detoksifikasyonu i¢in optimum NaOH uygulama kosullarini
aragtirmiglardir. Caligsmalar1 sonucunda optimumum kosullarinin 77.07 °C’de %23.42’lik NaOH
soliisyonu uygulamasi oldugunu bulmuslar ve bu uygulamanin AFB; miktarin1 %98.94 oraninda
azaltilabildigini belirlemislerdir. Jalili ve ark (2011), karabiber ve tiirevlerindeki aflatoksinler iizerine
1 N NaOH uygulamasinin aflatoksinlerin miktarin1 % 47 oraninda azalttigin1 belirlemislerdir. S6z
konusu c¢aligmalardan da anlagildigi iizere uygulanan NaOH’1n konsantrasyonu, uygulama siiresi ve

sicakligin aflatoksinlerin miktarinin azaltilmasi siirecine etki edebilmektedir.
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Lu ve ark., (2023) rafinasyon prosesi boyunca, rafinasyon islem basamaklarinin yerfistigi
yaginda AFB; {izerine etkilerini arastirmistir. Calismanin baslangicinda ham yer fistig1 yagina,
yagdaki konsantrasyonu 500 pg/kg olacak sekilde AFB; agilandiktan sonra 2 saat beklenmis ve
degumming islemine gegilmistir. Degumming islemi 75 °C'de yag agirliginin %0,1'i kadar sitrik asit
ve yagm agirligiin %5'i kadar su ilave edilerek gerceklestirilmistir. Daha sonra bu yaga 60 °C'de
yag agirhiginin %1.25 miktarinda %10’luk sodyum hidroksit ¢ozeltisi ilave edilerek nétralizasyon
islemini gerceklestirmislerdir. Sabun stogu santrifiijleme ile ayrildiktan sonra agartma islemine
gecmisler ve agartma icin yag agirliginin %1'1 miktarinda agartma topragi (%S5 aktif karbon ve %95
eklemisler ve santrifiij sonrasinda rafine yag elde ettiklerini bildirmislerdir. Calisma sonucunda
degumming sonrasinda elde edilen yagda AFB1 %95.38’nin kalmakta oldugunu tespit etmisler,
noétralizasyon sonrasinda elde ettikleri yagda ise hic¢ aflatoksin tespit edilmedigini bildirmislerdir.
Notralizasyondan elde edilen sabun stogundaki AFB;:’in baslangica goére 7.32 oldugunu
belirlemislerdir. Boylelikle nétralizasyon isleminin AFB;’in pargalanmasi i¢in en etkili rafinasyon
basamagi oldugunu tespit etmislerdir. Caligmanin ileri asamasinda UPLC Q-TOF MS ve NMR
cihazlarinda yaptiklar1 goriintiileme sonucunda, nétralizasyon isleminde AFB;-in lakton halkasinin
hidrolizasyonu sonras1 OP-AFB; adimi verdikleri molekiile doniistiigiinii bildirmislerdir. Ancak
rafine yagin pH’s1 diistiriildiigiinde ise lakton halkasmnin eski haline donerek AFB:’in tekrardan
olusabildigini tespit etmislerdir. Bu ¢alisma islem basamaklari agisindan bizim ¢alismamizla benzer
ozellikler gostermektedir. Ancak sonuglart itibari ile farkliliklar gdstermektedir. Bu farklilik
degumming ve notralizasyonda kullanilan kimyasallarin farkli konsantrasyonlarda olmasindan
kaynaklanmaktaktadir.

Calismamizda agartma islemi i¢in Antep fistig1 yagi 6rneklerine 30 dk boyunca 90 °C’de ve
9%0.7 oraninda asitle aktiflestirilmis agartma topragi kullanilmistir. Agartma topraginin igeriginde
yaklasik %90 oraninda bentonit bulunmaktadir. Mgbeahuruike ve ark., 2018 yilinda yaptiklari bir
caligmada kiimes hayvanlarinin yemlerine aflatoksin asiladiktan sonra bu yeme bentonit eklemigler
ve ¢aligma sonucunda yemdeki aflatoksin miktarinin %87.5 oraninda azaldigini belirlemislerdir.

Vila-Donat ve ark., 2019 yilinda Ispanya’da yaptiklar1 bir calismada farkli bolgelerden 27
farkli bentonitin 5 farkli mikotoksini (AFB1, OTA, DON, FB; ve ZEN) adsorbe etme yeteneklerini
arastirmiglardir. Tiim bentonit killeri {i¢ farkli dozda (% 0.02, 0.12, 0.20) kullanilmis ve alt1 farkli
konsantrasyondaki mikotoksinlere (0.02, 0.10, 0.50, 1, 2, 4 mg/L) in vitro sartlarda eklenmistir.
Caligma sonucunda en yiiksek baglama oranini (%82-99) %0.20 bentonit ve % 0.02 AFB; igeren
ortamda elde etmislerdir.

Diaz ve ark., (2003) in vitro ortamda, 4’ii bentonit tiirleri olmak {izere 8 farklt maddenin
aflatoksin baglama yetenegini inceledikleri c¢aligmada, 5 mg/mL miktarinda kullandiklar
bentonitlerin AFB1 absorblama etkisini % 95 ile % 98 arasinda bulmuslardir.

Cakir ve Simgek 2020 yilinda Ordu’da, findik siitiinde dogal kontamine olarak bulunan

aflatoksin miktarinin bentonit kullanimi ile % 71.11 oraninda azaltilabildigini belirlemislerdir.
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Calismada bircok uygulama dozu ve siiresi kullanilmis ve optimum uygulama i¢in tepkime siiresi 45
dk. ve % 12 oraninda bentonit eklenmesi olarak bulunmustur.

S6z konusu caligmalardan da anlasildig1 ilizere agartma isleminde uygulanan bentonitin
uygulama dozu, tepkime siiresi ve sicaklik aflatoksinlerin baglanma miktarma etkilidir.

Rafinasyon islemi boyunca Antep fistig1 yaginda bulunan aflatoksin miktarlarindaki degisimi

Sekil 4.4’de verilmistir.
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Rafinasyon Basamaklari

Sekil 4.4. Rafinasyon Prosesi Boyunca Antep Fistig1 Yaginda Bulunan Aflatoksin Miktarlarindaki
Degisim

Sekil 4.4’te goriildiigi gibi aflatoksin miktari degumming islemi sonucunda 6nemli bir azalig

gostermekte ve bu azalig proses boyunca devam etmektedir. Rafinasyon bitiminde elde edilen rafine

yagdaki aflatoksin miktarinin ortalama %90.33 oraninda azaldig1 belirlenmistir. Caligmamiza benzer

olarak Parker ve Melnick (1966), yaptiklari ¢alismada yerfistig1 yagi ve musir 6zii yaginin rafine

edilmesiyle, yagdaki AFB1’in %99 oraninda azaldigini tespit etmislerdir.

Rafinasyon Islem Basamaklarinin Antep fistig1 Yaginda Bulunan Aflatoksin Miktarlarina Etkileri

Bu ¢aligmada rafinasyon islem basamaklarinin Antep fistig1 yaginda aflatoksin miktarlari
tizerine etkileri ayr1 ayr1 incelenmistir. Caligmanin ilk asamasinda aflatoksin igermeyen Antep fistig1
Orneklerine rafinasyon baslangicinda 15 pg/kg miktarinda toplam aflatoksin asilandiktan sonra
rafinasyon siiresince aflatoksin miktarinin degisimi incelenmisti. Bu ¢alismada ise degumming,
noétralizasyon ve agartma iglemleri ayri ayr1 yapilmis ve her islem Oncesinde aflatoksin icermeyen

Antep fistig1 yag1 6rneklerine 15 pg/kg toplam aflatoksin (AFG; ve AFB,: 1.73 pg/kg; AFG: ve
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AFB:: 5.77 ng/kg) asilanmig ve islem bitiminde elde edilen yag orneklerine aflatoksin analizi

yapilmistir. Caligma sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.24°de verilmistir.

Cizelge 4.24. Rafinasyon Islem Basamaklarinin Antep Fistigi Yagi’nda Bulunan Aflatoksin
Miktarlar1 Uzerine Etkileri

Rafinasyon Islem Basamaklar

Degumming

Notralizasyon

Agartma

AFG;

Baslangi¢ Toksin
Miktar1 (ng/kg)

1.73

1.73

1.73

Proses Bitiminde
Toksin Miktar1

(ng/kg)

0.45+0.09 a

0.69+£0.08 b

1.17£0.11 b

Toksin
Miktarmmdaki
Azalma (%)

74.13£5.01 a

60.07+4.36 b

32.37+6.25 ¢

AFG;

Baslangi¢c Toksin
Miktar (ng/kg)

5.77

S.77

S.77

Proses Bitiminde
Toksin Miktari

(ng/kg)

1.47+0.22 a

2.27+0.12 b

4.94+0.11 ¢

Toksin
Miktarmmdaki
Azalma (%)

74.55+£3.83 a

60.56+2.05 b

14.23+1.98 ¢

AFB;

Baslangi¢ Toksin
Miktar (ng/kg)

1.73

1.73

1.73

Proses Bitiminde
Toksin Miktar1

(ng/kg)

0.41+0.06 a

0.62+0.08 b

1.30+0.15 ¢

Toksin
Miktarimdaki
Azalma (%)

76.41+£3.21 a

63.97+4.82 b

24.70+8.66 ¢

AFB;

Baslangi¢ Toksin
Miktar1 (ng/kg)

5.77

5.77

S.77

Proses Bitiminde
Toksin Miktari

(ng/kg)

1.52+0.12 a

2.11+0.52 b

4.83+0.15b

Toksin
Miktarimdaki
Azalma (%)

73.62+2.04 a

63.43+£ 896 a

16.20+£2.61 b

Toplam
Aflatoksin

Baslangi¢ Toksin
Miktar1 (ng/kg)

15

15

15

Proses Bitiminde
Toksin Miktari

(ng/kg)

3.84+0.42 a

5.69+£0.57 b

11.71£0.37 ¢

Toksin
Miktarimdaki
Azalma (%)

74.394+2.83 a

62.05+3.81b

21.94+2.49¢

* Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen degerler arasindaki fark 6nemlidir(p<0.05)
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Cizelge 4.24 incelendiginde rafinasyon islem basamaklarinin Antep fistig1 yagindaki
aflatoksin miktar: tizerine etkili oldugu goriilmektedir. Sonuglarin karsilagtirilmasinda, uygulamalar
arasindaki farklilik p<0.05 giiven araliginda 6nemli bulunmustur. Rafinasyon basamaklarinin Antep

fistig1 yagindaki aflatoksin seviyelerine etkisi Sekil 4.5’de verilmistir.
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Sekil 4.5. Rafinasyon islem Basamaklarmin Antep Fistig1 Yaginda Bulunan Aflatoksin Miktarlari
Uzerine Etkisi

Rafinasyon metotlar1 arasinda, toplam aflatoksin miktarindaki en fazla azalma degumming
isleminde (%74.39) tespit edilmistir. Bu islemde toplam aflatoksin miktar1 15 pg/kg’dan 3.84
ug/kg’a kadar diisgmiistiir. Nétralizasyon isleminde ise %62.05’lik bir azalma goriilmiis ve toplam
aflatoksin miktarinin 15 pg/kg’dan 5.69 pg/kg’a kadar azaldigi belirlenmistir. Toplam aflatoksin
seviyesi lizerine en az etkili islem agartma olmustur. Agartma sonrasinda yag oOrneklerindeki

aflatoksin seviyesi %21.94°1ik bir azalma ile 15 ug/kg’dan 11.71 pg/kg’a diismiistiir.

4.6.2. Zeytinyaginda Rafinasyon Calismalar:
Rafinasyon Prosesi Boyunca Zeytinyaginda Bulunan OTA Miktarlarindaki Degisim

Bu calismada zeytinyagi orneklerine rafinasyon baslangicinda 15 pg/kg OTA asilamasi
yapilmig, ornekler 3 saat karanlik odada bekletildikten sonra sirasiyla degumming, nétralizasyon ve
agartma islemleri uygulanmistir. Prosesin her asamasindan 6rnekler alinmis ve OTA miktarlarindaki

degisim takip edilmistir. Calismada elde edilen sonuglar Cizelge 4.25’de verilmistir.
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Cizelge 4.25. Rafinasyon Prosesi Boyunca Zeytinyaginda Bulunan OTA Miktarlarindaki Degisim

Zeytinyaginda OTA Miktar1 | Proses Bitiminde OTA Miktarindaki
(ng/kg) Azalma (%)

Baslangic 15 0

Degumming 9.14+0.83 a 39.04+£5.51 a

Notralizasyon | 0.63+0.24 b 92.374£3.02 b

Agartma 0.3240.13 a 49.25+3.39 a

* Ayni slitunda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark 6nemlidir(p<0.05)

Cizelge 4.25 incelendiginde zeytinyaginda OTA miktarinin azaltilmasi agisindan rafinasyon
islem basamaklar1 arasinda en etkili yontem nétralizasyon (%92.37) islemi olmustur, bunu sirasiyla
agartma (%49.25) ve degumming (%44.87) islemleri takip etmistir.

Calismamizda degumming isleminde kuvvetli bir asit olan %85°lik fosforik asit (pH 1.5-2)
kullanilmistir. Bu islem igin %0.05 miktarinda fosforik asit 90 °C sicaklikta 30 dk boyunca zeytinyagi
ile tepkimeye sokulmustur. Notralizasyon igleminde ise %8’1ik 0.1 N NaOH 90 °C’de 30 dk siiresinde
zeytinyag ile tepkimeye sokulmustur. Trivedi ve ark., (1992) yaptiklari ¢alismada OTA’nin 1sil
islemle kombine olarak asidik ve alkali ortamlarda pargalanma olanaklarini arastirdiklar1 ¢alismada
t¢ farkli sicaklik derecesinde (Oda sicaklhigi, 100 °C ve 175 °C) kimyasal tepkimeler
hazirlamislardir. Asidik ortam i¢in 0.1 N HCI ve alkali ortam i¢in 0.1 N NaOH kullanmuslardir.
Tepkime bitiminde ince Tabaka Kromatografisi (TLC) yontemini kullanarak var/yok analizi
yaptiklari ¢calisma sonucunda asidik ortam kosullarinda OTA’nin tam olarak par¢alanmadigini, ancak
100 °C sicaklikla alkali ortamda OTA’nin tamamen parc¢alandigini bildirmislerdir.

Ozcan ve Gokmen, kuru iiziimlerde yaptiklari calismada, iiziimlere alkali (%5 ve %8
potasyum karbonat) uygulamasiyla, liziimde bulunan OTA’nin dekompoze oldugunu, ortamda
alkaliligin artmasiyla OTA’nin bozunma hizinin ve yiizdesinin arttigini, yiiksek alkali ortamlarda ise
OTA’nin hidroliz yoluyla toksik olmayan OTa ve Phe bilesiklerine doniistiigiiniin belirlendigini
bildirmislerdir (Ozcan ve Gokmen, 2016).

Calisgmamizda rafinasyon prosesinin son basamagi olarak agartma igleminde, 90 °C’de 30 dk
stiresince yag miktarinin %0.7’si oraninda asitle aktiflestirilmis agartma topragi kullanilmustir.
Uygulanan agartma isleminin zeytinyaginda OTA {izerine %49.25 aninda azaltic1 bir etkisi oldugu
belirlenmistir. Agartma topraginin igeriginde yaklasik %90 oraninda bentonit bulunmaktadir ayrica
asitle aktiflestirilmis oldugu i¢in kimyasal aktivitesi saf bentonitten daha farklidir.

Var ve ark., (2008) yaptiklar1 bir ¢aligmada, beyaz sarap ve PBS ortamina ii¢ farkli
konsantrasyonda (5 ng/mL, 10 ng/mL ve 20 ng/mL) asiladiklar1 OTA nin iki farkli adsorban madde
(aktif karbon ve bentonit) tarafindan baglanabilme yeteneklerini arastirmiglardir. Calisma sonucunda
aktif karbon uygulamasimin bazi kosullarinda OTA’y1 tamamen baglayabildigini, buna karsin

bentonit uygulamasimin beyaz sarap ve PBS orneklerindeki OTA miktarinda kii¢iik miktarda
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bagladigini belirlemislerdir. 5 ng/mL OTA asilanmis beyaz sarap orneklerine 1 mg/mL bentonit
eklenip ve reaksiyon siiresi 4 saate ayalandiginda, OTA-Bentonit baglanmasinin en yiiksek oldugu
oranda (% 23.7) oldugunu tespit etmislerdir.

Lu ve ark., (2022) pamuk yaginda rafinasyon islem basamaklarinin OTA {izerine etkilerini
belirlemek amaciyla, pamuk yagina 100 pg/kg OTA asilamiglar ve bu yaga degumming,
noétralizasyon ve agartma isleminin uygulamislardir. Degumming islemi 75 °C'de yag agirliginin
9%0,1'1 kadar sitrik asit ve yagin agirliginin %5'i kadar su ilave edilerek gergeklestirilmistir. Daha
sonra bu yaga 60 °C'de yag agirliginin %1.25 miktarinda %10’luk sodyum hidroksit ¢ozeltisi ilave
edilerek nétralizasyon islemini gergeklestirmislerdir. Sabun stogu santrifiijleme ile ayrildiktan sonra
agartma islemine ge¢misler ve agartma igin yag agirliginin %1'i miktarinda agartma topragt (%5
aktif karbon ve %95 eklemisler ve santrifiij sonrasinda rafine yag elde ettiklerini bildirmislerdir.
Calisma sonucunda OTA miktarinin degumming sonrasinda % 10.57, ndtralizasyon sonrasinda %
88.85 ve agartma sonrasinda %0.58 oraninda azaldigini tespit etmiglerdir. Caligmanin ileri
asamasinda UPLC Q-TOF MS ve NMR cihazlarinda yaptiklar1 goriintiileme sonucunda
notralizasyon isleminde OTA’nin lakton halkasimin hidrolizde ugradigi ve OP-OTA adli molekiile
doniistigiinii belirlemisler ve OP-OTA’nn1 tiimiiniin sabun stoguna gegtigi belirlemislerdir. Bu
caligma rafinasyon islem basamaklari agisindan bizim ¢aligmamizla benzerlikler icermektedir. Bizim
calismamizda da OTA {izerine en etkili rafinasyon islem basamagimin nétralizasyon oldugu tespit
edilmistir.

Vila-Donat ve ark., (2019) Ispanya’da yaptiklar1 bir ¢calismada farkli bolgelerden 27 farkli
bentonitin 5 farkli mikotoksini (AFB:, OTA, DON, FB1 ve ZEN) adsorbe etme yeteneklerini
arasgtirmiglardir. Tiim bentonit killeri ti¢ farkli dozda (% 0.02, 0.12, 0.20) kullanilmis ve alt1 farkli
konsantrasyondaki mikotoksinlere (0.02, 0.10, 0.50, 1, 2, 4 mg/L) in vitro sartlarda eklenmistir.
Calisma sonucunda OTA’nin en yiiksek baglama oranini (%210.5) tri-octahedral yapidaki bir bentonit
ornegi ile saglamislardir. Rafinasyon prosesi boyunca zeytinyagi orneklerindeki OTA miktarlariin

degisimi Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Rafinasyon Prosesi Boyunca Zeytinyaginda Bulunan OTA Miktarlarindaki Degisim

Sekil 4.6 incelendiginde 15 pg/kg baslangic diizeyi ile rafine edilen zeytinyag:
orneklerindeki OTA miktari, ortalama 0.32 ng/kg OTA seviyesine diismiistiir. Rafinasyon sonrasinda
elde edilen tiriindeki OTA miktarinin, baglangigtaki OTA miktarindan %97.86 oraninda daha az

oldugu belirlenmistir.

Rafinasyon Islem Basamaklarinin Zeytinyagindaki OTA Miktarina Etkileri

Bu ¢alismada rafinasyon islem basamaklarinin zeytinyaginda OTA miktarlar1 tizerine etkileri
ayrt ayri incelenmistir. Bolim 4.6.2.°deki c¢alismada OTA igermeyen zeytinyagi Orneklerine
rafinasyon baslangicinda 15 pg/kg miktarinda OTA asilandiktan sonra rafinasyon siiresince OTA
miktariin degisimi incelenmisti. Bu ¢alismada ise degummming, notralizasyon ve agartma iglemleri
ayr1 ayri yapilmis ve her islem 6ncesinde OTA igermeyen zeytinyagir orneklerine 15 pg/kg OTA
agilanmig ve islem bitiminde elde edilen yag orneklerine OTA analizi yapilmistir. Calismanin

sonuglart Cizelge 4.26’da goriilmektedir.

Cizelge 4.26. Rafinasyon Islem Basamaklarmin Zeytinyaginda Bulunan OTA Miktarlarina Etkileri

Baslangic | Zeytinyaginda OTA (ng/kg) | OTA Miktarindaki Azalma
OTA
Miktar:
(ng/kg)
Degumming | 15 9.78+0.72 a 34.81+4.83 b
Notralizasyon | 15 1.51+0.55b 89.91+3.66 a
Agartma 15 9.39+0.62 a 37.40+4.13 b

* Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen degerler arasindaki fark 6nemlidir(p<0.05)
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Cizelge 4.26 incelendiginde rafinasyon islem basamaklarinin zeytinyaginda bulunan OTA
tizerine etkili oldugu goriilmektedir. Sonuglarin karsilastirilmasinda, uygulamalar arasindaki farklilik
p<0.05 giiven araliginda 6nemli bulunmustur. Rafinasyon islem basamaklarinin zeytinyaginda OTA

tizerine etkisi Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7. Rafinasyon Islem Basamaklarinin Zeytinyaginda Bulunan OTA Miktarlarma Etkileri

Calisma sonuglar1 Boliim 4.6.2.°deki sonuglarla benzer sonuglar vermistir. Noétralizasyon
islemi %89.91 orantyla OTA miktarini azaltmada en etkili iglem basamagi olarak bulunmustur. Bunu

% 37.40 oraniyla agartma ve % 34.81 oraniyla notralizasyon islemleri takip etmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada farkli ekstraksiyon metotlarmim Antep fistiginda aflatoksin ve zeytinde OTA
tizerine etkileri ile rafinasyon islem basamaklarinin Antep fistig1 yaginda aflatoksin ve zeytinyaginda
OTA ilizerine etkileri arastirilmigtir.

Yag ekstraksiyonu caligmasindan elde edilen veriler incelendiginde, kullanilan ekstraksiyon
metotlarinin Antep fistig1 6rneklerindeki aflatoksinin yaga gegisi ile zeytin 6rneklerindeki OTA’nin
zeytinyagina gecisi iizerine etkili olduklar1 belirlenmistir.

Antep fistigindan yag ekstraksiyonu i¢in yapilan ¢aligmada: Dogal kontamine 6rneklerde ve
aflatoksin asilanmis Orneklerde soxhlet metotlarinda Antep fistigi yagma gegen aflatoksin
miktarlarinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Soxhlet ekstraksiyonlarinda kullanilan n-hekzan
ve petrol eteri yliksek apolar 6zellige sahip ¢ozgenler olduklar igin yaglart ¢cok iyi bir sekilde
¢ozebilmektedirler, buna karsin yiiksek polariteye sahip aflatoksinler ile etkilesimleri diisiik
olmaktadir. Bu sebeple ¢ozgen ekstraksiyonu ile elde edilen yag drneklerine aflatoksin gegisi diisiik
oranlarda gerceklesmektedir. Buna paralel olarak kiispe 6rneklerinde yapilan analizde ise kiispelerde
kalan aflatoksin miktarlarinin yag drneklerindekilere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Presleme ile yag ekstraksiyonu herhangi bir kimyasal isleme gereksinim duymadan mekanik
ayrim prensibine dayali bir islemdir. Yag sanayiinde iiriiniin cinsine ve formuna bagl olarak bircok
farkli presleme yontemi kullanilmaktadir. Bu calismada laboratuvar tipi vidali pres makinasi
kullanilmistir. Antep fistiginda ekstraksiyon i¢in soguk pres ve kavrulmus tohumlardan soguk pres
metotlart kullanilmigtir. Bu metotlarda da aflatoksinin biiyiik kismi kiispede kalmis olmasina ragmen,
yaga gecen aflatoksin miktarlar1 soxhlet ekstraksiyonu metotlarindan daha yiiksek olmustur. Soguk
pres ile elde edilen yaglara, vitaminler ve polifenoller gibi biyoaktif bilesenler yiiksek oranlarda
gectigi icin, tiiketiciler tarafindan soguk preslenmis yaglar tercih sebebi olmaktadir, ancak bu yaglar
direkt tiiketildigi icin aflatoksin kontaminasyonunun s6z konusu oldugu durumlarda, ciddi saglik
riskleri ortaya c¢ikmaktadir. Dolayisiyla tiiketici saglhigini korumak igin, soguk sikim olarak
tiikketilecek Antep fistig1 iirlinlerinde baslangicta ve son iirlinde aflatoksin kontroliiniin yapilmasi
Oonem kazanmaktadir.

Zeytin Orneklerinde yapilan ekstraksiyon calismalarinda: Dogal kontamine Orneklerde ve
OTA agilanmig orneklerde, OTA’nin en diisiik oranlarda zeytinyagina gecisi soxhlet ekstraksiyonu
metotlarinda oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligmada da soxhlet ekstraksiyonlarinda i¢in n-hekzan ve
petrol eteri ¢ozgenleri kullanilmistir. OTA da aflatoksin gibi yiiksek polariteye sahip bir bilesik
oldugu igin, ¢ozgen ekstraksiyonu ile elde edilen zeytinyagi orneklerine OTA gecisi daha diisiik
oranlarda gergeklesmektedir. Soguk sikim ve sicak sikim yag ekstraksiyon metotlarinda ise yine
hammaddedeki OTA’nin az bir miktar1 zeytinyagina gegmis, ancak bu gegis soxhlet ekstraksyion
metotlarma gore daha yiiksek oranlarda olmustur. Diinya genelinde zeytinyagi natiirel sizma olarak

kullanilmaktadir. Zeytinde OTA kontaminasyonu olmasi durumnda zeytinyagina OTA gecisi
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olabildigi i¢in yaga isleme oOncesinde hammaddede OTA kontroliiniin yapilmasi 6nem arz
etmektedir. Pirina 6rneklerinde yapilan incelemede ise baslangic OTA miktarinin biiyiik oranda
pirinada kaldig belirlenmistir.

Antep fistig1 yaginda yapilan rafinasyon ¢alismasinda: aflatoksin agisindan temiz olan Antep
fistig1 6rneklerine 15 pg/kg miktarinda aflatoksin agilanmig ve rafinasyon islem basamaklariin etkisi
ayr1 ayri ve siire¢ halinde iki farkli plan dahilinde incelenmistir. Calismada rafinasyon islem
basamaklarinin aflatoksinler tizerine farkli oranlarda etkili oldugu tespit edilmistir. Aflatoksin
miktarlari iizerine en etkili yontemin degumming oldugu, bunu nétralizasyon ve agartmanin izledigi
belirlenmistir. Diisiitk pH ortamlarinda aflatoksinlerin molekiil yapis1 kolayca parcalanabildigi i¢in,
Antep fistig1 yaginda aflatoksin mikarin1 azaltmak icin en etkili rafinasyon islem basamagmnin
degumming olarak tespit edilmis olmasi, literatiirlere uyumlu bulunmustur. Proses bitiminde
aflatoksin miktarlarinda %90.33 oraninda bir azalma meydana gelmistir.

Zeytinyaginda yapilan rafinasyon calismasinda: OTA acisindan temiz olan zeytinyagi
orneklerine 15 pg/kg miktarinda OTA asilanmis ve rafinasyon islem basamaklarinin etkisi ayr1 ayri
ve siire¢ halinde iki farkli plan dahilinde incelenmistir. Zeytinyaginda OTA miktar iizerine en etkili
yontemin nétralizasyon oldugu belirlenmis olup bunu agartma ve degumming yontemleri takip
etmistir. OTA alkali ortamlarda kolay bozunabildigi i¢in, zeytinyaginda OTA miktarini azaltmak igin
en etkili rafinasyon islem basamagimnin notralizasyon olarak tespit edilmis olmasi literatiirlerle
uyumlu bulunmustur. Rafinasyon prosesi bitiminde OTA miktarlarinda %97.80 oraninda bir azalma
meydana gelmistir.

Bu ¢aligma, Antep fistig1 ve zeytin 6zelinde, meyvede bulunan mikotoksinlerin yaga gecis
stireclerinin arastirilmasi ve ayn1 zamanda yaga gecen mikotoksinler {izerine rafinasyon islem
basamaklarinin etkisinin arastirildig ilk ¢aligmadir.

Antepfistig1 ve zeytin sofralik olarak yiiksek talep goren tarimsal {iriinlerdir. Bu {iriinlerin
mikotoksinler ile kontamine olmast s6z konusu oldugunda, halk saglig1 agisindan 6nemli riskler
ortaya ¢ikmakta, bununla beraber ciddi ekonomik kayiplarla da kargilasilmaktadir. Bu ¢calismada elde

edilen veriler 15181nda:

e Antepfistig1 ve zeytinde mikotoksin varliginin tespit edilmesi durumunda, bu {irtinlerin
imha edilmek yerine yaga islenmesiyle mikotoksin miktar1 azaltilabilmektedir. Bu
proses, hem halk saglig1 hem de iiriin kayiplarinin 6nlenmesi agisindan 6nemli bir katma
deger saglama potansiyeline sahiptir.

e Yurtici ve uluslararasi gida kodekslerinde, bitkisel yaglarda mikotoksin varlig1 ile ilgili
herhangi bir kritere rastlanmamustir. Ancak 6zellikle zaman zaman rafine edilmeden
tiikketilen yaglarda yiiksek miktarlarda mikotoksin varligiyla karsilasilmaktadir, bu
konuda bir yasal diizenleme yapilmasmin tiiketici sagligimnin korunmasi agisindan

faydali olacag diistiniilmektedir.
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Yaga mikotoksin gegmesi durumunda rafinasyon islemi ile yagdaki mikotoksin miktari
¢ok diisiik diizeylere diisiiriilebilmektedir. Bu c¢alismada, rafinasyon isleminin hem
aflatoksin hem de OTA iizerine %90’1n iizerinde etkili oldugu belirlenmistir.

Yag ekstraksiyonu ve rafinasyon islemlerinin kombine uygulanmasiyla, rafine bir yagda
aflatoksin ve OTA miktarlar1 ¢ok diisiik seviyelere indirilebilmektedir.

Bitkisel yaglarin hammaddelerini olusturan yagli tohumlarda, kiif gelisimi ve
dolayisiyla mikotoksin olusumu sik goriilen bir problemdir. Antepfistig1 ve zeytinde
mikotoksin olusumunun Oniine gegebilmek icin, meyveler agag tlizerindeyken meyve
sinegi ve bocek aktivitesi gibi nedenlerle meyvenin mekanik hasar almasmin
engellenmesi, hasadin zamaninda ve dogru bir sekilde yapilmasi, nakliye, depolama ve
kurutma gibi hasat sonrasi islemlerin de uygun kosullar altinda yapilmasi
gerekmektedir. Bu baglamda Iyi Tarim (GAP) ve Kritik Kontrol Noktalar1 Sistemi
(HACCP) gibi kalite kontrol sistemlerinin iiretim siirecine adapte edilmesi, {riiniin
kalitesinin korunmasi agisindan 6nemli katkilar saglayacaktir.

Bunlarin yaninda, ¢alismamizda yag ekstraksiyonundan elde edilen kiispelerde
aflatoksin ve pirina Orneklerinde ise OTA miktarlarinin yiiksek oranlarda oldugu
belirlenmistir. Bu iriinlerin hayvan yemi olarak veya baska bir tiikketim malzemesi

olarak kullaniminda 6ncelikle mikotoksin analizlerinin yapilmas1 6nem arz etmektedir.
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