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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

MEYVE SULARINDA PATULIN OLUSUMUNUN
ARASTIRILMASI VE PATULININ LAKTIK ASIT BAKTERILERI ILE
DETOKSIFIKASYONU

Nagihan OSKAY
Anadolu Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisii
Ileri Teknolojiler Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Kiymet GUVEN
I1I. Damisman: Prof. Dr. Dilek AK
2012, 107 sayfa

Bu calismada iilkemizde iiretilen ve Eskisehir piyasasinda tliketime
sunulan elma sular1 ve karigik meyve sularinin baslica kontaminanti olan patulin
seviyeleri HPLC-UV yontemiyle saptanmis ve cesitli laktik asit bakterileri (LAB)
ile patulinin biyolojik detoksifikasyonu gerceklestirilmistir. Geleneksel ve organik
32 tane meyve suyu Orneginin 8’inde 24.16-281.49 pg/l arasinda degisen
seviyelerde patulin (PAT) saptanmustir.

Patulinin  biyolojik  detoksifikasyon ¢alismalarinda, Leuconostoc
mesenteroides subs. mesenteroides (NRLL B-512), Lactobacillus kefiri (NRLL B-
1839), Lactobacillus hilgardii (NRLL B-1843), Leuconostoc lactis (NRLL B-
3468) ve Lactobacillus paracasei subs. paracasei (NRLL B-4560), tursuculardan
ve farkli evlerden toplanmis tursulardan izole edilmis 8 laktik asit bakteri susu
kullanilmustir. Izole edilen bu suslarin, biyokimyasal ve genotipik tanimlama
yontemleri olan VITEK, vyag asiti metil esterleri (FAME) analizi ve
ribotiplendirme  ile  tamimlamalar1  yapilmistir.  Tanimlanan  izolatlarin
Lactobacillus (Lb.) plantarum, Lb. coryniformis, Alicyclobacillus acidocaldarius
ve Leuconostoc (Leu.) mesenteroides oldugu goézlemlenmistir. Patulinin biyolojik
detoksifikasyonunda bu suglarin canli ve cansiz (otoklav ile inaktif hale getirilmis)
hiicrelerinin etkileri arastirilmistir. Canli suslardan patulini Leu. lactis (NRLL B-
3468) susunun %98.73, L. plantarum tiirtine ait 5 susun %73-98 ve Leu.
mesenteroides tiiriine ait 1 susun %97.77 oranlarinda; cansiz suslardan ise Leu.
mesenteroides (22.2) susunun %8&9.81 ve Lb. paracasei subs. paracasei
(NRLL B-4560) susunun ise  %92.57 gibi olduk¢a yiiksek oranlarda
detoksifiye ettigi gozlenmistir.

Patulinin biyolojik detoksifikasyonunda bu calismada kullanilan LAB
suslarinin detoksifikasyon yetenekleri ilk kez arastirilmis ve yiiksek oranlarda
oldukea etkili olduklar1 saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Patulin, Meyve Sulari, Detoksifikasyon, HPLC, Laktik Asit
Bakterileri, Tursu
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

SURVEY OF PATULIN OCCURENCE IN FRUIT JUICES
AND DETOXIFICATION OF PATULIN
BY LACTIC ACID BACTERIA

Nagihan OSKAY
Anadolu University
Graduate School of Sciences
Biotechnology Department

Supervisor: Prof. Dr. Kiymet GUVEN
Co-Supervisor: Prof. Dr. Dilek AK
2012, 107 pages

In this study, patulin levels which are the main contaminants of apple
juices and mixed fruit juices produced in Turkey and offered to market of
Eskisehir were detected using HPLC-UV method and biological detoxification of
patulin was performed by using different lactic acid bacteria. Patulin levels
ranging between 24.16-281.49 ng/l in 8 of 32 conventionally and organic fruit
juice samples were detected.

Leuconostoc mesenteroides subs. mesenteroides (NRLL B-512),
Lactobacillus kefiri (NRLL B-1839), Lactobacillus hilgardii (NRLL B-1843),
Leuconostoc lactis (NRLL B-3468) and Lactobacillus paracasei subs. paracasei
(NRLL B-4560) and 8 lactic acid bacteria strains isolated from pickles which
were obtained from seller of pickles and different homes were used for the
biological detoxification of patulin. These isolated strains were identified by
biochemical and genotypic identification methods VITEC, FAME and ribotyping.
The identified isolates were observed as Lactobacillus (Lb.) plantarum, Lb.
coryniformis,  Alicyclobacillus acidocaldarius and Leuconostoc (Leu.)
mesenteroides. The effects of viable and nonviable (inactivated by autoclave) cells
of these strains were investigated by biological detoxification of patulin. High
detoxification rates were observed by viable strains, Leu. lactis (NRLL B-3468)
with an effect of %98.73, 5 strains of L. plantarum with effects of %73-98, 1
strain of Leu. mesenteroides with an effect of %97.77; by nonviable strains Leu.
mesenteroides (22.2) with an effect of %89.81 and Lb. paracasei subs. paracasei
(NRLL B-4560) with an effect of %92.57.

The detoxification capacities of LAB strains used in this study were
investigated for the first time for the biological detoxification of patulin and some
strains were found to be considerably effective with high rates.

Key words: Patulin, Fruit Juices, Detoxification, HPLC, Lactic Acid Bacteria,
Pickle
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plantarum (22.1), Kirmizi: Leu. lactis (NRLL B-3468), Pembe: Lb.
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(NRLL B-1839), Yesil: Lb. plantarum(7.8), Siyah: Lb. plantarum

(2.1 e
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1. GIRIS

Patulin (PAT) {4-hydroxy-4H-furol[3,2-c]pyran-2(6H)-one},
Penicillium, Aspergillus, Byssochlamys cinslerinin cesitli suslar1 tarafindan
tiretilen, proteinlerin siilfidril ve amino gruplarina kars1 oldukga reaktif olan, suda
¢Oziinebilir, B-doymamus, toksik bir laktondur (Hayes ve ark. 1979). 1942 yilinda,
P. patulum ve P. expansum kiiltiirlerinden elde edilen patulin, genis spektrumlu
bir antibiyotik bilesigi olarak kesfedilmistir (Bonerba ve ark. 2010, Moake ve ark.
2005). Daha sonra yapilan ¢aligsmalarla, patulinin insan, hayvan ve bitkilere karsi
toksik oldugu kanitlanmis ve antibiyotik olarak kullanimi yasaklanmistir (He ve

ark. 2009).

Yapilan bazi arastirmalar, c¢esitli meyve sularinin igerisinde gida
kontaminanti ve mikotoksin g¢esidi olan patulinin siklikla bulundugunu
gostermektedir. Patulinin insan ve ¢ocuk sagligini tehdit edici, zararli ve yasam
kalitesini dusiirlicii etkileri g6z Oniinde bulunduruldugunda, gidalarda bu
mikotoksinin kontrolii veya uzaklastirilmasi i¢in ¢esitli tekniklerin gelistirilmesi
ve meyve suyu gibi cesitli gida {irtinlerinde bu metabolit varliginin arastirilmasi

ve detoksifikasyonuna yonelik ¢alismalar 6nem arz etmektedir.

Bu calisma ile iilkemizde {iretilen ve Eskisehir piyasasinda tiiketime
sunulan, elma sular1 ve elma igeren ¢esitli meyve sularinda baglica kontaminant
olan patulin seviyelerinin ultraviyole detektorii ile birlestirilmis Yiiksek
Performanslhi Sivi Kromatografisi (HPLC-UV) yontemiyle saptanmasi ve ¢esitli
laktik asit bakterileri (LAB) ile patulinin biyolojik detoksifikasyonunun
arastirilmast amaglanmistir. Patulinin biyolojik detoksifikasyon caligsmalarinda,
hem Amerika’da bulunan ARS (Tarimsal Arastirma Servisi) kiiltiir
koleksiyonundan temin edilmis referans suslar hem de tursuculardan ve farkli
evlerden temin edilmis ev yapimi tursulardan izolasyonu gergeklestirilmis laktik
asit bakteri suglari kullanilmistir. Laktik asit bakterileri kaynagi olarak cesitli
tursularin secilmesinin nedeni, patulinin biyolojik detoksifikasyon ¢alismalarinda
tursulardan izole edilmis suslarin daha 6nce kullanilmamis olmasi ve orijinal LAB

suslariyla calisilmasinin istenmesidir.
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Gidalarin bilesimi; beslenme fizyolojisi agisindan Oneminin ortaya
konulmasi, isleme ve depolama sirasinda kalite degisiminin saptanmasi, yasal
diizenlemelere ve kalite standartlarina uygunlugunun ya da hileli olup olmadiginin
belirlenmesi gibi ¢esitli nedenlerden dolay1 arastirilmaktadir (Karav 2009). Bu
calisma sonunda, lilkemizde iiretilen ¢esitli meyve sularinda patulin derisimlerinin
belirlenmesinin bu iirlinlerin kalitesi hakkinda fikir vermesi, iilkemizde meyve
suyu tUretiminde uluslararas1 yasal diizenlemelere ve Tiirk Gida Kodeksi’nin
belirlemis oldugu kalite standartlarina uygunlugunun ortaya konulmasi konusuna
katki saglanmasi ve patulin gibi ¢esitli mikotoksinlerin ileriki biyolojik

detoksifikasyon ¢alismalarina 151k tutmasi beklenmektedir.

1.1. Gidalarda Kiif ve Mikotoksin Sorunu

Cevremizde gilin gectikce artan kimyasallar nedeniyle gliniimiizde gida
giivenligi baglica endise konusu olmustur. Gidalar dioksin, mikotoksin, agir metal,
pestisit, polisiklik aromatik hidrokarbon, ila¢ ve hormonlar gibi kontaminantlara
maruz kalan 6nemli kaynaklardir (Barreira ve ark. 2010). Gidalarda, yemlerde ve
meyve sular1 gibi cesitli iceceklerde iiretim baglangicindan tiikketim asamasina
kadar cesitli kiifler gelisebilmektedir. Bu kiifler, iiriinlerin tat ve bilesimlerinin
bozulmasia sebep olabildigi gibi yiliksek sicaklik ve bagil nem gibi belirli
cevresel kosullar altinda mikotoksin gibi toksik Ozellikte cesitli sekonder
metabolitlerin ortama salinmasina da neden olabilmektedir (Barreira ve ark. 2010,

Karaca 2005).

Mikotoksinler kiifler tarafindan iiretilen, ugucu olmayan, nispeten diisiik
molekiiler agirlikli, oldukg¢a toksik bilesiklerin bir sinifin1 olusturan sekonder
metabolitlerdir (Barreira ve ark. 2010, Brase ve ark. 2009). Kiiflerin gelisimi i¢in
gerekli olmadiklarindan sekonder metabolit olarak degerlendirilmekte olup basit
bir ifadeyle birincil metabolik siire¢lerin bir {iriiniinii teskil etmektedirler (Brase
ve ark. 2009). Mikotoksinlerin kimyasal yapilar1 olduk¢a karmasik ve c¢esitlidir
(Roseanu ve ark. 2010). Literatiire gore kiif tiirleri tarafindan iiretilen 500’den
fazla ¢esit mikotoksin oldugu bilinmektedir (Koppen ve ark. 2010). Bu son derece

toksik metabolitler, insan ve hayvanlarda hastalik veya oliim gibi ciddi saglik
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problemlerine neden olabilmektedir (Karaca 2005). Mikotoksinlerin fonksiyonlari
acikca belirlenememistir; fakat bu toksinlerin ayni ¢evrede bulunan diger
mikroorganizmalar1 ortadan kaldirmakla ilgili bir rol oynadiklari, ayrica parazitik
kiiflerin konak¢1 dokularini istila etmelerine yardimer olduklari diistintilmektedir

(Brase ve ark. 2009).

Hayvanlar, mikotoksinler ile kontamine olmus besinleri metabolize
etmeleri sonucu mikotoksinlerden daha c¢ok ectkilenmektedir. Metabolize olmus
mikotoksinlerin etkisi, hayvanlarin endokrin ve néroendokrin fonksiyonlarinin
etkilenmesi veya immiin sistemlerinin baskilanmast ile sonuc¢lanmaktadir.
Bununla birlikte, besinlerdeki mikotoksinler zamanla insanlarin viicudunda
birikmekte ve karacigerde, bobreklerde, sindirim sisteminde veya {ireme
sisteminde kansere ve immiin yetmezligine neden olmaktadir (Brase ve ark.
2009). Cogu mikotoksinin teratojenik, kanserojen, Ostrojenik, norotoksik ve
immiin baskilayict oldugu bildirilmistir (Képpen ve ark. 2010). Baz
mikotoksinler ve bunlarin memeli hiicreleri lizerinde olusturduklar1 fizyolojik
etkiler Cizelge 1.1’de gosterilmistir. Mikotoksinler, tiimor olusumunu veya hizli
olumii tetikleyebileceginden kiiflerin insanlarda kanser olusturma iizerine etkisi,
1960’lardan itibaren yogun arastirma konusu haline gelmistir (Brase ve ark.
2009). En cok arastirllan mikotoksinler Aspergillus, Alternaria, Claviceps,
Fusarium, Penicillium, Stachybotrys ve Mpyrotechium cinslerine ait tiirler
tarafindan iiretilmektedir (Brase ve ark. 2009). Mikotoksinler, bu kiiflerin hif ve

sporlarinda olusmaktadir (K&ppen ve ark. 2010).

Cizelge 1.1. Bazi mikotoksinler ve fizyolojik etkileri (Roseanu ve ark. 2010)

Mikotoksinler Uretici Kimyasal Yapisi Memeli Hiicreleri
Organizma Uzerindeki Etkisi
Aflatoksin (B1, B2, | Aspergillus Difuranokumarin Karsinojenik
G1, G2, M1, M2) tiirevleri
Sitrinin Penicillium Benzopiran tiirevi Nefrotoksik
Fumonisin Fusarium [zoflavonoid Karsinojenik
Alternaria bilesikleri Hepatotoksik
3
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Cizelge 1.1. (Devam) Bazi mikotoksinler ve fizyolojik etkileri (Roseanu ve ark. 2010)

Trikotesen Fusarium Seskiterpanoid Sitotoksik
Thricoderma bilesikleri Immiin baskilayici
Karsinojenik
OKkratoksin Aspergillus Fenilalanine bagh Nefrotoksik
Penicillium dihidroizokumarin Hepatotoksik
tiirevleri Teratojenik
Patulin Penicillium Doymamis Karsinojenik
Aspergillus heterosiklik laktonlar | Immiin baskilayic
Genotoksik
Zearalenon Fusarium Fenol resorsiklik asit | Ostrojenik aktivite
lakton Potansiyel
Karsinojenik ve
teratojenik

1961 yilinda, Ingiltere’de bir tavuk ciftliginde hindi-X hastalig
sebebiyle meydana gelen 100.000 hindinin O6liimii, fungal metabolitlerin
potansiyel saglik tehlikesi olarak tanimlanmasina sebep olan kritik olay olmustur.
Cok sayida hindinin oliimiine neden olan bu olaym yemlere ilave edilen,
aflatoksinle kontamine olmus yer fistiklariyla ilgili oldugu agiga cikarilmistir

(Koppen ve ark. 2010).

Mikotoksin iireten kiifler toksijenik olarak adlandirilmistir ve cogu
Aspergillus, Penicillium, Fusarium ve Alternaria cinslerine ait tiirlerdir (Karaca
2005, Karaca ve ark. 2010, Koppen ve ark. 2010). Bu toksijenik tiirlerden bazilari,
cok yaygin olarak bulunmakta ve ¢ok ciddi saglik ve ekonomik problemlere sebep
olmaktadir (Karaca ve ark. 2010). Kiif ve mikotoksin kontaminasyonu, hasat
Oncesi, hasat ve kurutma zamanlar1 aras1 ve depolama gibi gida iiretim zincirinin

herhangi bir basamag siiresince olusabilmektedir (K&ppen ve ark. 2010).

Yiizlerce gesit sekonder metabolit bilinmektedir; fakat bunlardan sadece
birka¢1 gida kontaminant1 olarak rol oynamaktadir (Horvath ve ark. 2010). Gida
kontaminantlarinin basinda aflatoksinler, okratoksinler, patulin, fumonisinler ve

trikotesen gelmektedir (Karaca ve ark. 2010, Topgu ve ark. 2010).
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1.2. Patulin

1.2.1. Patulinin yapisi1 ve 6zellikleri

Patulinin kimyasal yapisi, {4-hydroxy-4H-furol[3,2-c]pyran-2(6H)-one}
olup 1950 yilinda Woodward ve Sing tarafindan aydmnlatilmistir (Acar ve ark.
1998a, Artik ve ark. 2001). Sekil 1.1’de bu yap1 gosterilmistir. Patulinin kapali

formiilii ise C7H¢O4 seklinde gosterilir.

O
O
/,f’
O OH

Sekil 1.1. Patulinin kimyasal yapisi

Molekiiler agirligr 154.12 g/mol olan patulinin erime noktasi 110-112
°C’dir. Patulin, suda oldukga iyi ¢oziinen renksiz kristal bir bilesik olup (Karaca
2005, Murillo-Arbizu ve ark. 2010) antibiyotik Ozellikler gosteren doymamus,
toksik bir laktondur (Artik ve ark. 2001, Hayes ve ark. 1979).

Patulin, 276 nm’de UV absorbans 6zelligi gosterir (Baert ve ark. 2007).
Su, etanol, aseton, etil asetat ve kloroformda ¢ok iyi ¢oziinebilirken etil eter ve
benzende ¢ok az ¢Oziiniir, petrol eterinde ise hi¢ ¢oziinmez (Karaca 2005).
Proteinlerin siilfidril ve amino gruplarina karsi oldukga reaktiftir (Horvath ve ark.
2010). Yiiksek proteinli gidalarda patulinin diisiik seviyelerde bulunmasi veya hig
bulunmamasi, toksinin bu gidalarda bulunan siilfidril gruplariyla reaksiyona

girmesine atfedilmektedir (Karaca 2005).

1942 yilinda antibiyotik bilesigi olarak kesfedilen patuline claviformin,
penicidin, clavatin, clavacin, expansine, gigantic acid, myocin C gibi isimler

verilmistir (Bonerba ve ark. 2010, He ve ark. 2009, Moake ve ark. 2005).
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Baslangicta genis spektrumlu bir antibiyotik olarak kesfedilmesine karsilik
sonralart hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterileri iceren 75’ten fazla
farkli tiirii inhibe ettigi bulunmus ve hem hayvan hem de salatalik, bugday,
bezelye, misir ve keten gibi yiiksek bitki hiicrelerine kars1 toksik oldugu
kanitlanmistir (Baert ve ark. 2007, Horvath ve ark. 2010, Moake ve ark. 2005).
Paterson ve ark. (2004), patulinin mutajenik Ozelliklere sahip olarak
Mycobacterium tuberculosis’e karst giiclii bir antibiyotik etki gosterdigini

bildirmistir.

1.2.2. Patulin Ureten Bashica Mikroorganizmalar

Patulin, Penicillium tirleri disinda Aspergillus, Saccharomyces,
Byssochlamys cinslerinin ¢esitli suslar tarafindan iiretilmektedir (Bonerba ve ark.
2010). Patulin iireten baslica Penicillium tiirleri ve diger tiirler Cizelge 1.2°de
verilmigtir. Patulin iiretici mikroorganizmalarin basinda gelen Penicillium

expansum izolatlariin timi %100 patulin treticisidir (Morales ve ark. 2010).

P. expansum, yiizeyleri hasar gormiis meyvelerle alakali bir kiif olarak
tanimlanmakla birlikte elmalarda mavi kiif cliriimelerinden sorumlu, patulin
iiretme yeteneginde olan kiifler arasinda en 6nemli ve en c¢ok karsilasilan tiirdiir
(Tangni ve ark. 2003, Welke ve ark. 2010, Lawley ve ark. 2008). Bu tiir, psikrofil
ozellik gostermekte olup 0 °C’de oldukea iyi gelismekte; fakat ayn1 zamanda -2
ila -3 °C’de de gelisme gostermektedir. Bu tiir i¢in optimum gelisme sicakligi 25
°C, maksimum gelisme sicaklig1 ise 35 °C’dir (Morales ve ark. 2010). Patulin
iretimi, en yliksek 21 °C’de olmak iizere P. expansum gelisimine izin veren 0-30

°C’yi kapsayan her sicaklikta gézlenmistir (Moake ve ark. 2005).
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Cizelge 1.2. Patulin iireten tiirler

Patulin Ureten Baghca Penicillium Tiirleri Kaynak

P. roquefortii Gokmen ve ark.1998

P. equinum Gokmen ve ark.1998

P. brevicompactum Paterson ve ark. 2003

P. paxilli Paterson ve ark. 2003

P. expansum Karaca 2005

P. claviforme Karaca 2005

P. chrysogenum Karaca 2005

P. melinii Karaca 2005

P. griseofulvum (P. patulum, P.urticae) Dombrink-Kurtzman 2006
P. carneum Dombrink-Kurtzman 2006
P. paneum Dombrink-Kurtzman 2006
P. sclerotigenum Dombrink-Kurtzman 2006
P. crustosum Moake ve ark. 2005

Diger Tiirler Kaynak

A. clavatus Karaca 2005

A. terreus Karaca 2005

A. giganteus Gokmen ve ark.1998

Al alternata Moake ve ark. 2005

S. vesicarium Moake ve ark. 2005

B. fulva Karaca 2005

B. nivea Karaca 2005

1.2.3. Patulin Biyosentezi ve Isoepoxydon dehydrogenase (IDH) Geni

Patulin biyosentezi iyi anlasilmistir ve hepsi olmasa da enzimle
katalizlenen bir dizi yogunlasma ve redoks reaksiyonlarini igermektedir.
Biyosentez, CoA (koenzim A) ve bu molekiilii tetraketid yapan malonil-CoA’nin
3 birimi ile baslamaktadir. CoA ve 3 malonil-CoA, 6-MSA (metilsalisilik asit)
sentetaz olarak bilinen 760.000-Dalton’luk homotetramer enzim ile 6-MSA’ya
yogunlagmaktadir. Patulin biyosentezindeki sonraki basamak, 6-MSA’nin 6-MSA

dekarboksilaz aktivitesi vasitasiyla m-krezole doniisiimiinii icermektedir. m-krezol
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daha sonra, m-krezol 2-hidroksilaz tarafindan m-hidroksibenzil alkole

doniismektedir.

Sonraki basamak, baslica iki mekanizma arasinda tartisilmaktadir. Bu iki
mekanizmanin her ikisi de, m-hidroksilbenzil alkoliin sonunda gentizaldehide
doniisiimiinde anlagsmaktadir, bununla birlikte bu iki bilesigin arasindaki aracinin
ya gentizil alkol ya da m-hidroksibenzaldehit oldugu diisiiniilmektedir. Bazi
calismalar, m-hidoksibenzaldehidin uygun olmasiyla birlikte her ikisinin de
miimkiin olabilecegini ileri sirmiistiir. Bazilar1 ise m-hidroksibenzaldehidin
gentizaldehitten ziyade m-hidroksibenzoikasite doniistiigiine inanmaktadir. ikinci
durumda, m-hidroksibenzil alkol dehidrogenaz, m-hidroksibenzil alkolii
m-hidroksibenzaldehide doniistiirmektedir. Bu enzim ve m-krezol 2-hidroksilazin
her ikisinin de ¢alismasi i¢in oksijen ve NADPH’ya (indirgenmis nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat) ihtiya¢ duyduklar gosterilmistir. Gentizaldehit olusur
olusmaz sirasiyla isoepoxydon, phyllostine, neopatulin, E-ascladiol ve son olarak
da patuline dontismektedir. Isoepoxydonun phyllostine’e doniisiimii, NADP’ye
bagli IDH vasitasiyla gerceklesmektedir. Neopatulinin E-ascladiol’e dontigiimii
ise NADPH sayesinde gergeklestirilen indirgenme ile olmaktadir. Bu reaksiyonun
iirlinli olan E-ascladiol daha sonra ya patuline okside olmaktadir ya da enzimatik
olmayan bir yolla izomeri olan Z-ascladiol’e donlismektedir. Patulinin

biyosentetik yolu Sekil 1.2°de 6zetlenmistir (Moake ve ark. 2005).
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Sekil 1.2. Patulinin biyosentetik yolu (Moake ve ark. 2005).

Patulin biyosentezi, en az 10 biyosentetik basamagi igermektedir.
Biyokimyasal seviyede oldukca iyi karakterize edilmesine karsin patulin
biyosentezini kapsayan genlerin organizasyonu bilinmemektedir. Buna ragmen,
Penicillum expansum 'un patulin biyosentez basamaklarinda gorevli olan IDH geni
icin bir polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) deneyi tasarlanmistir. IDH geni,
isoepoxydonun phyllostine’e doniisiimiinii katalizlemektedir (Paterson ve ark.
2003). Sekil 1.3’te bu doniisiim gosterilmistir. IDH geninin 600 baz ¢ifti
hedeflenerek tasarlanan ileri ve geri primerlerin dizisi, 5'- CAA TGT GTC GTA
CTG TGC CC ve 5'- ACC TTC AGT CGC TGT TCC TC’ dir (Paterson ve ark.

2000).
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CH.OH

isoepoxydon

NADPH
CH,OH

phyllostine

Sekil 1.3. IDH geni tarafindan katalizlenen isoepoxydonun phyllostine doniisiimii

(Paterson ve ark. 2003).

Ingiltere’deki Tarim, Balikgilik ve Gida Bakanlhigi (MAFF), patulin
iireticisi patojenin ayrica elma agaglart ile endofit olarak yasadigina dikkat
cekmistir. Agaglardan yapilan orneklemelerde, patulin sentezleyici IDH geni
varligmin endofitik iliskiye bir kanit oldugu belirtilmistir. Bu nedenle, enfekte
belirtisi gostermeyen saglam meyvelerden iiretilmis meyve sular1 ve diger
islenmis iirlinlerin patulin igermesi ihtimali bulunabilmektedir (Paterson ve ark.

2000).

1.2.4. Patulinin Bulundugu Gida Kaynaklan

Patulin, c¢esitli meyvelerde 6zellikle de elmalarda ve elmadan yapilmis
iriinlerde bulunmaktadir (Kogkaya ve ark. 2009). Patulin, c¢ogunlukla
P. expansum’un etkisiyle c¢iirliyen, Ozellikle de topraga diismiis elmalarda

bulunmustur (Paterson ve ark. 2000).

Bu mikotoksin, dogal olarak elma, elma suyu ve islem gormiis veya

gormemis kayisi, iiziim, greyfurt, seftali, armut, muz, ananas, ¢ilek, erik, domates,
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frenk lizimii, cay iiziimili, ahududu, nektarin, beyaz ve karadut, portakal, kavun,
karpuz, kiraz gibi ¢esitli meyvelerde, biber, salatalik, havug, yer elmasi gibi
sebzelerde, sert kabuklu yemisler, bira, sarap, ekmek, yem, peynir, zeytin, et
tiriinleri ve tahillarda bulunmustur (Dombrink-Kurtzman 2006, Gokmen ve Acar
1998, Karaca 2005, Li ve ark. 2007, Moake ve ark. 2005, Silva ve ark. 2007).
Elma siras1 gibi iirlinlerin genellikle patulin igermedigi ileri siiriilmesine ragmen
patulinin elma sirasinda bulundugunu gosteren bazi ¢aligmalarin mevcut oldugu

belirtilmistir (Speijers 2004).

Patulin iretiminde en etkili sekerin fruktoz, sonra da glikoz oldugu
belirtilmistir. Patulinin daha ¢ok meyve ve iiriinlerinde iiretilmesinin nedeni bu
gidalarda meyve sekeri olarak bilinen fruktozun daha c¢ok bulunmas: ile

aciklanabilir (Karaca 2005).

Gida endiistrisinde birgok hammaddede patulin saptanabilmesine karsin,
patulin birikimi acgisindan en ¢ok ilgiyi elma ve elma iirlinleri ¢ekmektedir
(Morales ve ark. 2010). Ticari olarak mevcut meyve sularinda patulin olusumuna
siklikla rastlanildig1 ¢esitli aragtirmalarla ortaya konmustur ve baslica ilgi,
ozellikle ¢ocuklar tarafindan fazla tiiketilen elma sularinda toplanmistir (Speijers

2004, Topgu ve ark. 2010).

1.2.5. Patulinin Kararhhgi

Patulin, sistein veya glutatyon gibi siilfidril bilesikleriyle birlesme
egilimindedir. Sistein ile birlesme sayesinde patulin kararlili§1 ve toksisitesi gii¢lii
bir sekilde azalmaktadir. Sekil 1.4’te patulinin toksik aktivitesinden sorumlu
kimyasal bilesenler olan lakton grubu ve 6 pozisyonundaki C atomu gosterilmistir

(Hayashi 2002).
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Sekil 1.4. Patulinin toksik aktivitesinden sorumlu kimyasal bilesenler (Hayashi 2002).

1.2.5.1. Patulinin sulu ¢ozeltilerdeki ve elma suyundaki kararhhgi

Patulin, asidik sulu ¢ozeltilerde olduk¢a kararhidir ve 3.5-5.5 pH
araliginda 125 °C’deki sicakliklara kars1 direnclilik gosterir (Collin ve ark. 2008).
Alkali ortamlarda ise bu mikotoksin, kimyasal degisiklige ugrayarak aktivitesini

kaybetmektedir (Karaca 2005).

Berraklagtirma islemlerinden gegmemis bulanik elma sulariyla yapilan
analizler, meyve sularinda bulunan ve sivi faza gore daha ¢ok protein igeren kati
pargaciklarla etkilesime girmesi sonucu zamanla patulin miktarlarinin azaldigini

gostermistir (Silva ve ark. 2007).

Bazi galigmalarla, {iretimin son asamasi olan depolamanin patulin igerigi
tizerindeki etkileri aragtirilmistir. Bu ¢alismalardan birkaci, elma suyunun sogukta
muhafaza edilmesinin patulin seviyelerinde azalmaya neden oldugunu ileri
stirerken diger bazilar1 ise hi¢bir degisikligin olmadigini belirtmistir (Baert ve ark.

2007, Tha ve Sabino 2008, Moake ve ark. 2005, Murillo-Arbizu ve ark. 2010).

1.2.5.2. Patulinin diger besinlerdeki kararlhihg:

Ortamin pH degeri, patulin kararliligin1 6nemli diizeyde etkilemektedir
(Morales ve ark. 2010). Patulin, 1siya kars1 oldukca direnglidir ve 90 °C’de 10
saniyelik pastorizasyon iglemi sirasinda parcalanmamaktadir. Ancak meyve suyu
ve baska gidalarda koruyucu olarak kullanilan kiikiirt dioksit varliginda patulin
parcalanabilmektedir (Lawley ve ark. 2008). Patulinin portakal sularinda

kararliligimi yitirdigi, bunun nedeninin ise bu mikotoksinin portakal sularinda
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bulunan siilfidril gruplariyla reaksiyona girmesi ile agiklanabilecegi belirtilmistir
(Hayashi 2002, Lawley ve ark. 2008). Peynir ve et gibi karbonhidratca fakir ve
proteince zengin gidalarda kiif gelisimi yaygin olmasina ragmen belirgin bir
patulin miktarina rastlanmamistir. Yiiksek proteinli gidalarda patulin bulunmayist
veya miktarinin diisik olusu, toksinin bu gidalardaki siilfidril gruplariyla

reaksiyona girmesiyle aciklanmaktadir (Karaca 2005).

Patulin, fermentasyon islemlerine dayamikli degildir ve alkol
fermentasyonu sirasinda mayalar tarafindan hemen hemen tamamen
pargalanmaktadir (Arict 2005). Genelde elma siras1 orneklerinde, fermentasyon
sirasinda patulinin par¢alanmasi nedeniyle diisiik patulin derisimleri belirtilmesine
ragmen ara sira 160 pg/lI’ye kadar ¢ikan yiiksek seviyeler tayin edilmistir. Bu
siralardaki patulin varligi, muhtemelen tatli elma sirasi elde etmek icin siraya
elma suyunun ilave edilmesine baglanmaktadir (Speijers 2004, Tangni ve ark.
2003). Patulin, fermentasyon islemi siiresince Saccharomyces cerevisiae
tarafindan metabolize oldugundan elma suyu ilave edilmemis alkolik sirada bir
problem olarak goriilmemektedir (Paterson ve ark. 2004). Moss ve Long (2002),
elma suyunun S. cerevisiae ile alkolik fermentasyon siiresince, C4-etiketli
patulinin kararliligimi yitirdigini gostermistir. Fermentasyonlarin HPLC analizi,
muhtemelen E- ve Z-ascladiol oldugu diisiiniilen iki 6énemli metabolitin varligini
gostermistir (Speijers 2004). Moake ve ark. (2005), E-ascladiolun kendisinin de
bir mikotoksin oldugunu ve patulin ile karsilastirildiginda daha az bir toksisiteye
sahip olmakla birlikte bu mikotoksinin de siilfidril igeren bilesiklerle reaksiyona
girdigini belirtirken Lawley ve ark. (2008), par¢alanma {iriinlerinin toksisitesi

konusunda kesin bir bilginin mevcut olmadigini belirtmistir.

1.2.6. Patulin Uretim Kosullar

P. expansum un patulin {iretimi i¢in, elma ve elma triinleri mitkkemmel
substratlardir (Barreira ve ark. 2010). Meyvelerde, sebzelerde ve bunlardan elde
edilmis triinlerde patulin iiretimi su aktivitesi, sicaklik, pH ve meyvelere 6zgi
diger kimyasal ozellikler gibi faktorlere baghdir (Moake ve ark. 2005). Elmalar

arasindaki cesit farki bile P. expansum’un patulin iretimini etkilemektedir
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(Moake ve ark. 2005). P. expansum tarafindan patulin iiretimi i¢in sicaklik
degerleri 0-25 °C, minimum su aktivitesi (ay) degeri ise 0.95, elma sularindaki pH

degerleri 3.2-3.8 olarak belirtilmistir (Lawley ve ark. 2008, Morales ve ark. 2010).

1.2.7. Elmalarda, Elma Sular1 ve Elma Suyu I¢eren Karisik Meyve Sularinda

Patulin Kontaminasyonunun Onlenmesi ve Giderilmesi

Mikotoksinleri onlemek icin gosterilen cabalara ragmen bu toksinler,
gelismis tlilkeler de dahil olmak iizere diinyanin bir¢cok yerinde insan sagligiyla
ilgili hala 6nemli bir problem teskil etmektedir (Barreira ve ark. 2010). Gida
endiistrisinde, elma ve elma iirlinlerinin patulin ile kontaminasyonu endise konusu
olmustur (Welke ve ark. 2010). Patulinin neden oldugu saglik riskleri, bu
mikotoksinin kontroliinii ve elma {iriinlerinden uzaklastirilmasin1 gerektirmektedir

(Welke ve ark. 2010).

Elmalarin patulin ile kontaminasyonu, normal olarak meyvelerdeki
clirimiis doku alanlariyla alakalidir; fakat patulin ayrica saglikli dokularda da
bulunabilmektedir. Meyveden ¢iirimiis dokunun wuzaklastirilmast patulin
seviyelerini diisiirse de bu toksin bozulmus dokuyu cevreleyen saglikli dokunun
yaklasik 1 cm kadar i¢ine dogru niifuz edebilmektedir (Gokmen ve ark. 2005,
Welke ve ark. 2010).

Elma iirlinlerinin patulin ile kontaminasyonunun kontrolii i¢in gdsterilen
cabalar ti¢ alanda yogunlagsmistir: 1) Patulin kontaminasyonunun hasat zamani ve
depolama  basamaklarinda  6nlenmesi; 2) Uretim siiresince  patulinin
uzaklastirilmast; 3) Uretim sonrast muamelelerde patulinin uzaklastirilmas: veya

detoksifikasyonu (Moake ve ark. 2005).

Meyve suyu fabrikalari, hasat edilen elmalarin bir kismin1 direk meyve
suyu olarak islerken, bir kismimi da acikta yiginlar halinde depolamaktadir
(Kadakal ve ark. 2003a). Elmalar hasat edilmeden Once, elmalarin gelisimi
stiresince bocek ve kuslarin elmalara verdigi zararlarin azaltilmasi i¢in 6nlemler
alinmalidir. Bu sayede hasat 6ncesinde elmalarda kiif enfeksiyonlarinin ve patulin

iiretiminin Oniine gecilebilir. Hasat zamaninda ise, patulin icermesi daha ¢ok
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muhtemel olan ¢iirlimiis ve zarar gérmiis elmalar atilmalidir (Lawley ve ark.

2008).

Elmalarin hasat sonrasinda depolanmalari sonucunda tiiketicileri
etkileyen bazi kalite problemleri goriilmektedir (Batu ve Demirdéven 2010).
Hasat sonrasi saglikli goriinen ya da dogal yollarla veya c¢esitli nedenlerle
zedelenmis elmalarda, tasinma ve uzun siire acikta depolanma siireclerinde patulin
tiretebilen kiifler gelisebilmektedir (Kadakal ve ark. 2003a). Elmalar hasat
edildikten sonra, depolarda hijyenik sartlar altinda korunmali ve fungal bir
enfeksiyonu ya da ¢iiriimeyi tesvik eden fiziksel hasarlarin en aza indirgenmesi
saglanmalidir. 10 °C’nin altindaki sicakliklarda ve kontrollii atmosferde
(%0.04’ten %1.5-5’e kadar yiikseltilmis karbondioksit ve %21°den %1-3’e kadar
diisiiriilmiis oksijen seviyelerini igeren ¢evre, genellikle O,/CO, = %3/3’tiir)
depolama da patulin iiretimini kontrol altina almak i¢in alinan yararli 6nlemler
arasindadir (Lawley ve ark. 2008, Morales ve ark. 2010). Hasat sonrasinda, ayrica
soguk depolama siiresince elma kiiflerini kontrol altina almak i¢in yaygin bir
sekilde thiabendazole, imazalil ve son yillarda ¢evreye daha az risk teskil eden
fludioxonil gibi fungisitler kullanilmaktadir. Bu uygulama, elmalarin mavi kif
hastaliginin kontrol altina alinmasinda 6nemli bir stratejidir (Morales ve ark.
2010). Fakat hasat oncesi ve sonrasi fungisit muamelesi P. expansum’un neden
oldugu enfeksiyonu tamamen Onleyememektedir. Ayrica, endistriyel oOlcekte
saglam meyvelerin se¢ilmesindeki gli¢lilk, son {iriliniin patulin igermemesini
garanti etmemektedir (Castoria ve ark. 2005). Depolama odalarinda kontrollii
atmosfer altinda tutulan veya tutulmayan hasar goérmiis, diisiik kaliteli elmalarin
meyve suyu ve elma sirasi iretiminde kullanilmasi son iiriinlerin oldukca yiiksek
seviyelerde patulin kontaminasyonu ile sonuglanmaktadir (Moukas ve ark. 2008,

Tangni ve ark. 2003).

Kiifli, ¢liriimiis ve zarar gérmiis elmalarin iiretimden 6nce yikanmasi ve
ayiklanip atilmasi iglemleri elma sular1 ve elmalardan fiiretilen diger {riinlerde
patulin seviyesinin diisiiriilmesine 6nemli 6l¢lide yardimci olabilmektedir (Tha ve
ark. 2008, Lawley ve ark. 2008, Spadaro ve ark. 2007). Bu islemler elle, su
kanallartyla veya yliksek basingli su piiskiirtme ile yapilabilmektedir (Lawley ve
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ark. 2008). Elmalarin kiiflii ve ¢iiriimiis kisimlarin kesilip uzaklagtirilmasi, patulin
kontaminasyonunun %99’a kadar ortadan kaldirildigini gdstermistir; fakat bu
islem hem pahalidir hem de yogun is giiciine ihtiyag duymaktadir (Moake ve ark.
2005, Spadaro ve ark. 2007).

Islenmis elma fiiriinlerinde ¢ogu zaman direk pazar satislarina uygun
olmayan disiik kaliteli meyveler kullamildigindan (Moake ve ark. 2005)
iiretimden sonra meyve sulart ve konsantrelerinde saptanabilir derisimlerde
patulin kalmaktadir (Gokmen ve Acar 1998). Bu nedenle patulin, elma suyu ve
elma suyu konsantrelerinin dnemli bir kalite parametresi haline gelmekle birlikte
bunlarin ihracatinda problem olusturmaktadir (Kadakal ve ark. 2003a). Siipheli
tiriinlerden ornek alinip analizinin yapilmasi faydali olmaktadir. HPLC yontemi
ile UV saptama yapilarak, elma sularindaki patulin seviyeleri diizenli olarak

goriintiilenebilmektedir (Lawley ve ark. 2008).

1.3. Patulinin Insan ve Hayvan Saghg Uzerine Etkisi

Yagamin ilk yil1 siiresince bebek ve ¢ocuklar tarafindan elma {iriinlerinin
oldukca fazla tiiketilmesi nedeniyle, daha diisiik viicut agirligi, daha yiiksek
metabolit oranlari, daha diisiik detoksifikasyon yetenekleri ve bazi organ ve
dokularinin tamamlanmamis gelisimi nedeniyle yetiskinlere nazaran onlarin ¢esitli
toksinlere daha ¢ok maruz kaldiklar1 diistintilmektedir. Elma iceren gidalari en ¢cok
tilkketenler bebek ve cocuklar oldugu i¢in onlarin niifusun incinebilir bolimiine
dahil olmas1 ve risk grubu olarak diisiiniilmesi ka¢inilmazdir (Barreira ve ark.

2010, Cano-Sancho ve ark. 2009).

Patulin ile baglantili ilk hastalik, Japonya’da bir mandira sigirinin P.
urticae ile kontamine olmus hayvan yemi ile beslenmesinin ardindan Slmesi ile
ortaya ¢ikmistir. Ayrica Almanya ve Fransa’daki sigirlarda da patulin ile alakali

Olimler rapor edilmistir (Hayes ve ark. 1979).
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1.3.1. Akut Semptomlar

Patulinin sebep oldugu akut semptomlar ajitasyon (gerginlik), havale,
O0dem, iilser, kan toplanmasi, bagirsak iltihabi, kusma ve kanamayla ilgili
lezyonlar (yaralar) olarak bildirilmistir (Paterson ve ark. 2004, Spadaro ve ark.

2007).

1.3.2. Kronik Saghk Etkileri

Patulinin sitotoksik, genotoksik, mutajenik (Horvath ve ark. 2010),
kemirgenlerde ve hayvanlarda immunotoksik ve norotoksik (Spadaro ve ark.
2007) ve tavuk embriyolarina karsi teratojenik oldugu kanitlanmistir (Ciegler ve
ark. 1977); fakat insan ve hayvan deneklerinde patulinin karsinojenik olup
olmadig1r konusunda yeterli kanit bulunmadigi bildirilmistir (Barreira ve ark.
2010, Valle-Algarra ve ark. 2009). Buna karsilik patulin alim1 sonucunda
etkilenen hayvan organlari, bobrekler, karaciger ve bagirsaklar oldugundan bu
toksinin belirli hayvan modellerinde karsinojen oldugu diisiiniilmektedir (Wu ve
ark. 2009). Kanser aragtirmalari i¢in bir uluslararasi temsilci olan IARC (1993)’a
gbre patulin karsinojenite acgisindan insanlarda kanitin bulunmamasi nedeniyle
Grup 3 — ‘insanlara kars1 karsinojen olmamak’ sinifina dahil edilmistir (Silva ve
ark. 2007, Tangni ve ark. 2003, Cano-Sancho ve ark. 2009). Buna ragmen,
potansiyel karsinojenik Ozelliginden dolay1r patulin, halk sagligi agisindan bir

tehdit olusturmaktadir (Topcu ve ark. 2010).

Son zamanlarda yapilan bazi ¢aligmalar, patulinin insan hiicrelerinde
oksidatif DNA hasaria yol agma yetenegine sahip potansiyel bir genotoksik
olduguna dikkat g¢ekmistir. Oksidatif DNA hasarinin, mutagenez ve kanser

baslangicinda rol oynadig: diisiiniilmektedir (Wu ve ark. 2009).

Patulinin ayrica protozoa, viriisler, fungi, bitkiler ve memelileri i¢eren
diger bir¢ok organizmalara karsi toksik oldugu bildirilmistir (He ve ark. 2009).
Patulin toksisitesi, enzim alkilasyonu ve DNA translasyonu/transkripsiyonu ile

ilgilidir (Paterson ve ark. 2004). Siilfidril gruplariyla giiclii birlesme egilimi
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nedeniyle patulin, bircok enzimin aktivitesini inhibe etmektedir. Ayrica bu
mikotoksinin mitokondriyal ve plazma membran fonksiyonlarina zarar verme

yeteneginin oldugu bildirilmistir (Tangni ve ark. 2003).

1.4. Patulin Ile Ilgili Yasal Diizenlemeler

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA), insanlarin patuline bazi
seviyelerde maruz kalmasinin risk teskil ettigini belirtmistir (Paterson ve ark.
2003). Elma sularmin dogal kontaminant1 olarak patulin ve diger mikotoksinlerin
olusumunu onlemeye yonelik gosterilen gesitli ¢abalara ragmen, mikotoksinler
gelismis iilkeler de dahil diinyanin bir¢ok yerinde insan ve hayvan saglhigini tehdit
eden ciddi bir problem teskil etmektedir (Barreira ve ark. 2010, Topgu ve ark.
2010).

Patulin molekiiliiniin kararlilig1 yiiziinden, iiretimden sonra elma
iriinlerinde hala 6nemli miktarlarda patulin kalmaktadir (Silva ve ark. 2007).
Avrupa Birligi, bu nedenle tiliketiciye sunulan ve elma igeren {iriinlerde, izin
verilen en yiliksek patulin miktarlarinin belirlenmesi igin uluslararasi yasal
diizenlemeler ortaya koymustur (Barreira ve ark. 2010, Topgu ve ark. 2010). Elma
sularinda, patulin derisimine sinirlandirma konulmasinin sebebi, bu {iriiniin
baslica tiiketicilerinin bebekler ve ¢ocuklardan olusmasi ve patuline uzun siireli
maruz kalmanin insanlarda yaratacagi etkilerinin heniiz bilinmiyor olmasidir

(Dombrink-Kurtzman 2006).

1975-1995 yillart arasinda patulinin hem olusumu hem de toksikolojisi
lizerine Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ve Birlesmis Milletler’in Gida ve Tarim
Orgiitii’niin (FAO) Birlesmis Milletler’e bagli besin katki maddeleri iizerine
kurulmus ortak uzmanlik kurulu olan JECFA tarafindan olusturulan giivenlik
degerlendirmelerini iceren bircok arastirma yapilmistir. Patuline olan ilginin
nedeni ise, 1961 yilinda Dickens ve Jones’in gecersiz ve yetersiz ¢alismalarina
dayanan, patulinin karsinojenik oldugunu ileri siiren yanlis bir varsayimin
bulunmasiydi. Son yillarda yapilan giivenlikle ilgili diizenlemeler, patulinin

karsinojenik olmadig1 ve tolere edilebilir giinliik alimin belirlendigi konularina
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aciklik getirmistir. O zamandan beri, patulin iizerine yapilan ¢aligmalarin sayisi
azalmistir (Hayashi 2002, Lawley ve ark. 2008, Speijers 2004). Birlesik Krallik
hiikiimeti ve JECFA, daha 6nce patulin i¢in 6ngdriilen maksimum tolere edilebilir
giinliik alimi (PMTDI) 1.0’dan 0.4 pgkg™ viicut aglrhgl.gﬁn'l’e diisiirmiistiir
(Gokmen ve ark. 2005, Leggott ve ark. 2001).

2003’te Avrupa Birligi’nin koydugu yasal diizenlemelere gore, izin
verilen en yiiksek patulin miktarlarina meyve sulari, meyve nektarlar1 ve
konsantre meyve sularinda 50 pg/kg, elmalardan iiretilen enerji i¢ecekleri, siralar
ve diger fermente iceceklerde veya elma sularinda 50 pg/kg, elma kompostosu
veya elma piiresi gibi kati elma {riinlerinde 25 pg/kg olacak sekilde

siirlandirmalar getirilmistir (Valle-Algarra ve ark. 2009, Wu ve ark. 2009).

Bebek ve kiiciik c¢ocuklarin patulin toksisitesinden korunmasi igin
Avrupa Birligi yonetmeliginde, elma sular1 ve elma kompostosu, elma piiresi ve
bebek {irtinlerini igeren kat1 elma iiriinlerinde patulin i¢in 10 pg/kg seviyesinde
ayrt bir smirlandirma getirilmistir (Barreira ve ark. 2010). JECFA da elma
sularinda bulunmasina izin verilen en yiiksek patulin miktarina 50 pg/kg’lik bir
siirlandirma getirmistir (He ve ark. 2009). Cizelge 1.3’te Tirk Gida Kodeksi
Gida Maddelerindeki Bulaganlarin Maksimum Limitleri Hakkinda Teblig (Teblig
No: 2008/26)’de yer alan EK-2 Mikotoksinler kisminda, izin verilen en yiiksek
patulin seviyelerinin Avrupa Birligi’nin koymus oldugu diizenlemelerdeki gibi

oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 1.3. Avrupa Birligi ve Tiirkiye’de bulunan diizenlemelere gore elma iceren gida
maddelerinde izin verilen maksimum patulin miktarlar1 (Barreira ve ark.
2010, Tirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yo6netmeligi, www.gkgm.gov.tr/mevzuat/
kodeks/kodeks_yonetmelik/bulasanlar yonetmelik.html)

izinVerilen
Gida Maddesi Maksimum
Patulin Miktari

(ng/kg)

Meyve sulari, konsantre meyve sulari, meyve
nektarlari, enerji igecekleri, elma siras1 ve diger 50
fermente elma sular1

Avrupa
Birligi Elma piiresi ve kompostosu gibi kati elma tiriinleri 25
Cocuklara yonelik iiretilen elma piiresi ve elma
kompostosu gibi belirli bazi {iriinler 10
Meyve sular1, meyve suyu konsantresi ve meyve
nektarlart 50
Distile alkollii igkiler, elma sarabi ile elmadan
iiretilen veya elma suyu igeren diger fermente ickiler 50
Tiirk
Gida Kat1 haldeki elma iiriinleri (elma kompostosu ve
Kodeksi | dogrudan tiiketime sunulan elma piiresi dahil) 25

Bebek ve kiiglik cocuklar igin iiretilen ve bu amagla
satisa sunulan elma suyu ve kat1 haldeki elma tiriinleri 10
(elma kompostosu ve elma piiresi dahil)

1.5. Patulinin Saptanmasi

Patulinin toksikoloji, saptanmasi ve detoksifikasyon ¢aligmalar1 hem gida
endiistrisi hem de yasal diizenlemeler yapan kurumlar i¢in Oncelikli bir dneme
sahiptir (He ve ark. 2009). Mutajenik ve karsinojenik dogas1 ve tiiketicilere saglik
riski olusturmasi nedeniyle elma iiriinlerinde patulinin tayin edilmesi 6nem arz
etmektedir. Bu nedenle, drnekten patulinin ekstrakte edilebilmesi i¢in giivenilir ve

hassas yontemler gerekmektedir (Wu ve ark. 2009).

Gida iiriinlerinde ve elma sularinda patulin tayini i¢in Ince Tabaka
Kromatografisi (TLC), Kiitle Spektrometri (MS), Kolorimetri, Gaz
Kromatografisi/Kiitle Spektrometri (GC-MS), Yiiksek Performansli Sivi
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Kromatografisi (HPLC), Sivi Kromatografisi/Kiitle Spektrometri (LC-MS) gibi
bircok yontem gelistirilmistir (Moukas ve ark. 2008, Barreira ve ark. 2010).

HPLC ydntemi, toksinlerin saptanmasinda resmi bir yontem olarak genis
bir kabul gormiistiir ve UV, floresans, amperometrik veya spektroflorimetrik
saptama ile birlikte uygulanmaktadir. Ayirma ve saflastirma i¢in hem normal hem
de ters faz HPLC (RP-HPLC) kullanilabilir. Analitik bir ara¢ olarak HPLC, bir¢ok
otomatize saptama sistemleriyle birlikte kullanilabilme imkanlariyla yiiksek
rezoliisyon ve algilama sinir1 (LOD) avantaji sunmaktadir (Roseanu ve ark. 2010).
Patulinin oldukg¢a polar bir yapiya sahip olmasi ve 276 nm dalga boyunda 6zgiil
absorpsiyon gostermesi nedeniyle giliniimiizde ters faz kromatografisi, patulin
analizinde en uygun ve en yaygin kullanilan yontem olmustur (Baert ve ark. 2007,
Barreira ve ark. 2010, Moukas ve ark. 2008). Diisiik molekiil agirligina sahip
oldukca polar bir madde olmasi nedeniyle patulin, ters faz kolonlarindan yiiksek
ylzdelerde su iceren hareketli faz ile siiriiklenebilmektedir. Analizlerde baslica
kullanilan hareketli fazlar, degisik oranlarda kullanilan asetonitril ve su
karigimlaridir. Ayrica su-etanol, su-metanol-asetik asit karigimlari da hareketli faz

olarak kullanilmaktadir (Silva ve ark. 2007).

HPLC-UV yo6ntemi, elma {iriinlerinde patulin miktar tayininde rutin
olarak kullanilmaktadir; fakat patulin varligini dogrulamak i¢in kullanilan
yontemler, genellikle sivi veya gaz kromatografisi ile ayirma sonrasinda kiitle
spektrometrisi gibi daha 6zgiil saptama tekniklerini igermektedir. GC-MS analizi
igin patulin, trimetilsilil tiirevi (TMS-patulin) olarak elektron iyonizasyonu ile
saptanmaktadir. Ayrica, negatif iyon kimyasal iyonizasyonu ile GC-MS, elma
suyu ekstraksiyonlarinda tiirevlendirilmemis patulinin saptanmasina izin
vermektedir. Elma sularinda, patulinin 68-3700 nug/l arasinda degisen seviyelerde
bulunmasi halinde varliginin dogrulanmasi i¢in kuadropol, iyon tuzagir ve
manyetik sektor cihazlarinda ¢esitli kapiller kolonlar1 kullanilabilmektedir (Moake

ve ark. 2005)
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1.6. Patulin Detoksifikasyonu

Gidalarda patulinin  saghga zararli etkilerinin getirdigi endise,
aragtirmacilar1 patulin seviyelerini veya fungal iireticisini azaltmaya ydnelik
yaklasimlar bulmaya yoneltmistir. Ideal mikotoksin detoksifikasyon yéntemleri,
ana bilesiklerin karbon dioksit ve suya kadar tamamen pargalanmasini
basarmalidir. Halbuki bu tam pargalanma, her zaman miimkiin olmayabilir ve
cesitli parcalanma iriinlerinin veya yan lriinlerin olusumu gozlenebilir. Bu yeni
olusan triinler, toksinin kendisine benzer hatta belki de ondan daha yiiksek
toksikolojik oOzelliklere sahip olabilmektedir. Patulin gibi basit bir kimyasal
yapiya sahip mikotoksinler, aflatoksin gibi karmasik olanlara nazaran tamamen

par¢alanmaya daha ¢ok egilim gostermektedir (Karaca ve ark. 2010).

Uretim siiresince ve iiretim sonrasinda patulinin uzaklastirilmasi icin
etkili dekontaminasyon veya detoksifikasyon yontemleri; 1) Toksini etkisiz hale
getirmeli, parcalamali veya uzaklastirmali, 2) Ortama yeni toksik maddeler
birakmamali, 3) Uriiniin besin degerini korumali, 4) Uriinle ilgili teknolojik
islemleri Onemli Ol¢lide degistirmemeli, 5) Eger miimkiinse fungal sporlari

ortadan kaldirmalidir (Moake ve ark. 2005).

Patulin seviyelerinin diisiiriilmesi i¢in c¢esitli yaklasimlar mevcuttur.
Bunlar patulinin kimyasal, fiziksel ve biyolojik ajanlarla pargalanmasi, patulin
tireticisi olan kiiflin sterilizasyonu ve/veya kontroliidiir (Iha ve ark. 2008, Yun ve
ark. 2008).
1.6.1. Fiziksel detoksifikasyon

1.6.1.1. Depektinizasyon, berraklastirma ve filtrasyon islemleri

Patulin seviyelerini kismi olarak diisiirme kapasitesine sahip standart

elma suyu liretiminde meyve suyu berraklastirma islemleri uygulanmaktadir.
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Bissessur ve ark. (2001)’nin yapmis oldugu bir ¢alismanin esasi, pektinaz
enzimlerinin kullanimi ile protein partikiillerini saran pektin Ortiistiniin
par¢alanmasi ve bu sayede protein partikiillerinin toplanip c¢okelmesi sonucu
proteinlerin patulin ile baglanan kisimlarinin patulini etkisiz hale getirmesine
dayanmaktadir. Bu yontem ile meyve suyundaki patulin igerigi %73 azaltilabildigi
bildirilmistir.

Acar ve ark. (1998b) tarafindan yapilan bir ¢calismada; depektinizasyon,
berraklastirma ve rotari vakum oOn kaplama filtresinden geg¢irme seklindeki
filtrasyon islemlerini kapsayan geleneksel elma suyu iiretim iglemlerinin patulin
seviyelerini %39 oraninda azaltabildigi gosterilmistir. Kullanilan bu yontemlerin,
filtrasyon sonucu uzaklastirilan meyve artiklarini ve filtrenin kendisini, potansiyel
olarak oldukea toksik oldugu ve hayvan yemlerine posa olarak katilma gibi ileriki
kullanimlara uygun olmayan bir hale soktugu, bunun da bircok meyve suyu
iiretcisinin  kazang kaybina neden oldugu bildirilmistir. Aymi ¢alismada,
jelatin/bentonit  kanstirilarak yapilan depektinizasyon, berraklastirma ve
ultrafiltrasyon yontemlerinin kullaniminin ise patulinin %25 azalmas: ile

sonuc¢landigi bildirilmistir (Moake ve ark. 2005).

1.6.1.2. Aktif komiir ile muamele

Aktif kdmiir muamelesi ile elma sularinin berrakliginda artigin, renginde,
fumarik asit miktarinda, Briks (suda c¢oziinen kuru madde miktar1) ve pH
degerlerinde azalmanin gozlendigi, karbon absorpsiyon muamelesinin olusturdugu
bu gibi negatif etkilerin, meyve suyunun tat ve kalitesini olumsuz olarak
degistirebildigi bildirilmistir. Ayrica aktif karbon kullaniminin, hem zaman alici
hem de pahali olmakla birlikte meyve suyu endiistrisinin maliyetini oldukc¢a
yiikselttigi; karbon materyalinin maliyeti disinda, aktif komiir muamelesinin
ayrica ekolojik olarak iistesinden gelinmesi gereken asiri miktarda atik madde

olusturdugu bildirilmistir.

Artik ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada aktif komiir

kullaniminin elma suyunun rengi, berrakligi, fenolik, organik asit ve patulin
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igerikleri tizerindeki etkileri arastirilmis, aktif komiir muamelesi ile patulinin en
yiiksek %40.9 oraninda azaltildigi; fakat meyve suyu giivenirliginin iki 6zelligi
olan renk ve fenolik igeriginin ise dnemli derecede azaldigi, organik igeriginin ise

onemli dl¢iide degismedigi bildirilmistir (Moake ve ark. 2005).

1.6.1.3. Gama 1sinlamasi

Gida 1ginlamasi, gidalarin muhafazas1 ve sterilizasyonunda gii¢lii bir
islem olarak tanimlanmaktadir. Genellikle, fungal suslar 1sinlamaya bakterilerden
daha duyarhdirlar ve meyvelerde fungal giderilme i¢in yaklasik 1 kGy (kilogray)
radyasyon dozunun yeterli oldugu genellikle kabul edilmistir. Ayrica, gama
1sinlamasiin elma suyundaki patulin seviyesini diisiirebildigi bildirilmistir. Bu
etki, iyonlastirict 1smmlama sonucunda su molekiillerinden olusan serbest
radikallerin gii¢lii aktivitesi nedeniyle meydana gelmektedir. Bu nedenle, gama
1sinlamast hem kontamine patulin seviyesinin diisiiriilmesi hem de elmadaki
patulin {iretici kiifiin kontroliinde oldukca etkili olabilmektedir (Yun ve ark.

2008).

Daha once yapilan g¢alismalarda elektromanyetik 1sinlamanin, meyve
suyunda bulunan patulin ve diger mikotoksinlerin igerigini azalttig1 gdsterilmistir
(Moake ve ark. 2005). Zegota ve ark. (1988) tarafindan yapilan bir ¢aligmada,
meyve suyunun 0.35 kGy iyonlastirici 1sinlamaya tabi tutulmasi isleminin, meyve
suyunun enzimatik olmayan esmerlesmesinde hizlanmaya neden olmadan patulin

igerigini %50 azalttig1 gosterilmistir.

Yun ve ark. (2008), gama 1sinlamasinin bir elma model sistemindeki
patulin treticisi Penicillium griseofulvum un gelisimi ve patulin iiretimi {izerine
etkilerini aragtirmistir. Bu sus, elmalara yapay olarak inokiile edilmis ve elmalara
1 kGy’lik gama i1smlamast uygulanmistir. Isinlama sonrasinda uygulanan
4 °C’deki 10 haftalik depolama periyodu siiresince saglam kalan konidiosporlarin
gelisiminin ~ Onlenebildigi, 1smlamaya tabi tutulmayan elmalarda patulin

derisiminin 25 °C’de yaklasik 950 ppm ve 4 °C’de ise 410 ppm’e ulagmasiyla
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giderek arttig1; fakat 1 kGy’lik gama 1sinlamasi sonrasinda uygulanan depolama

stiresince patulin liretiminin gozlenmedigi bildirilmistir.

1.6.1.4. Is1 uygulamasi/Pastorizasyon

Pastorizasyon, gida sanayisinde besin maddelerini  hastalik  yapici
mikroorganizmalardan arindirmak amaciyla uygulanan 1sitma yontemidir. Bu
yontem, i¢inde enzim ve bakteri bulunan, besleyici 6zelligi olan maddenin 60
°C’den 100 °C’ye kadar 1sitilmasi islemiyle mikroorganizmalarin tahrip edilmesi

veya etkisiz hale getirilmesi islemidir (Anonim, 2012a).

Ist uygulamasi ile patulin detoksifikasyonuna iliskin birbirini
desteklemeyen sonuglar mevcuttur. Genellikle patulin, 1s1ya direngli bir molekiil
oldugundan elma sular1 ve elma suyu konsantrelerinde pastorizasyon ve depolama
gibi endiistriyel proseslerle etkisiz hale getirilememektedir. Ciinkii patulin, asidik

ortamda kararli kalmaktadir (Bonerba ve ark. 2010, Kadakal ve Nas, 2003b).

Patulin seviyelerini diisirme etkisine sahip yontemlere gore en az etkili
olan bu yontemde patulin, 3.5-5.5 gibi diisiik pH’larda 1s1l par¢alanmaya karsi
nispeten kararlilik gostermektedir. 60-90 °C’de 10 saniyelik pastorizasyon

islemleri, patulin seviyelerini sadece %18.8 azaltabilmistir (Moake ve ark. 2005).

Woller ve Majerus (1982), elma suyuna 1 mg/1 patulin ilave edilmesinin
ardindan 72 ve 90 °C’de 5-20 dakika 1s1 uygulamasinin kayda deger bir azalmaya

neden olmadigini bildirmistir.

Kadakal ve Nas (2003b), 5, 10, 15 ve 20 dakikalik periyotlarla uygulanan
90 ve 100 °C’lik 1s1 uygulamasi ile 70 ve 80 °C’lik evaporasyon islemlerinin
patulin ve elma suyunun diger 6zellikleri iizerindeki etkisini arastirmigtir. Isitma
ve evaporasyon siiresi arttikca, elma suyu Orneklerindeki patulin derisimlerinin
diistiigli gozlenmistir. 20 dakika, 90 ve 100 °C’lik 1s1 uygulamasi sonunda
patulinin sirasiyla %18.81 ve %25.99 oraninda; 70 ve 80 °C’lik evaporasyon

sonucunda ise sirastyla %9.40 ve % 14.06 oraninda azaltilabildigi gosterilmistir.
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1.6.2. Kimyasal detoksifikasyon

Kimyasal detoksifikasyon uygulamalar1 iki gruba ayrilabilir: Elma ve
diger yiizeylerdeki P. expansum sporlarinin parcalanmasina yonelik uygulamalar
ve toksik olmayan {iriinler olusturmak icin patulin molekiilii ile reaksiyona giren
uygulamalar (Kokkinidou 2008). Patulini detoksifiye etmede oksitleme, patulini
daha az toksik bilesiklere indirgeme ve patulini baglamak i¢in daha az toksik olan
stlfidril temelli eklentiler formunda tasarlanmig birgok sayida kimyasal
kullanilmigtir. Laboratuvar artiklarinda patulinin kimyasal detoksifikasyonunda en
etkili iki yol, amonyak ile muamele ve potasyum permanganat oksidasyonudur

(Fremy ve ark. 1995).

1.6.2.1. Amonyak ile muamele

Amonyak ile muamelede, patulin seviyelerinin laboratuvar artifinda
%99.9, meyve suyunda ise %99.8’e kadar indirgendigi; fakat meydana gelen

tirtiniin kullanima uygun olmadig bildirilmistir (Fremy ve ark. 1995).

1.6.2.2. Potasyum permanganat oksidasyonu

Potasyum permanganat ile asidik veya alkali kosullarda oksidasyon,
laboratuvar artigindaki patulinin  %99.99°dan daha 1yi indirgenmesiyle

sonuclanmistir (Fremy ve ark. 1995).

1.6.2.3. Kiikiirt iceren bilesikler ile muamele

Kiikiirt iceren ¢esitli indirgeyici ajanlar, gidalarda patulin seviyelerini
diistirme etkisine sahip olduklarindan bunlar yogun olarak arastirma konusu
olmustur. Kiikiirt dioksitin kullanimini igeren ¢alismalar ¢esitli sonuglar
dogurmustur. Calismalarin ¢ogu, kiikiirt dioksit varliginda patulinin kararsiz
oldugu konusunda hemfikirdir; fakat etkisi konusunda degisik goriisler

sunmaktadir (Fremy ve ark. 1995, Kokkinidou 2008).
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Aytag ve Acar (1994) tarafindan yapilan benzer bir deneyde, 1 kg elma
suyuna 100 mg kiikiirt dioksit katilmasiyla patulin %42 azaltilabilmistir.
Burroughs (1977)’1n deneyinde ise gida endiistrisinde izin verilen maksimum sinir
olan 200 ppm kiikiirt dioksitin patulini 24 saat icerisinde %12 azalttig1, 2000 ppm

kiikiirt dioksitin ise patulini 48 saat sonunda %90 azalttig1 gozlenmistir.

Steiner ve ark. (1999) asidik pH degerlerinde kiikiirdiin patuline geri
doniisiimlii olarak baglandigi; sonucta olusan hidroksi siilfonatin ise hala toksik
yapiyla alakali olan birlesik lakton halkasini igerdigi bildirilmistir. Ayrica siklikla
bebek ve cocuklar tarafindan tiiketilen elma suyunda alerjenik potansiyeli

nedeniyle kiikiirt dioksinin kullanimi tavsiye edilmemektedir.

1.6.2.4. Askorbik asit ile muamele

Brackett ve Marth (1979), elma suyunun detoksifikasyonunda askorbik

asitinin verimli bir katki maddesi olabilecegini Gnermistir.

Steiner ve ark. (1999) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 1 litre elma
suyundaki 50 pg patulinin, 500 mg askorbik asit/l ilave edilmesi sayesinde 14 giin
igerisinde %64 oraninda azaltildigi bildirilmistir. Buna karsilik, Ayta¢c ve Acar
(1994) ise 500 mg askorbik asit/l ile 5000 mg patulinin 15 giin igerisinde
tamamen parcalandigim ileri siirmiistiir. Iki calisma arasindaki biiyiik farkin,
muhtemelen Orneklerdeki mevcut oksijenden kaynaklandigi, Steiner ve ark.
(1999) tarafindan yapilan ¢calismada oksijenin hesaba katilmadig: ileri siirtilmiistiir

(Drusch ve ark. 2007).

Drusch ve ark. (2007), askorbik asit ile patulinin hizli bir sekilde
parcalanmasi i¢in oksijen ve serbest radikallerin gerektigini bildirmistir. Askorbik
asitin tamamen oksitlenmesi sonucunda patulinin par¢alanmasi duracagindan
askorbik asitin baslangi¢ derisimi ve pargalanma orani 6nem arz etmektedir.
Kapali ambalajin iist kismindaki diigiik oksijen varligi nedeniyle ambalaja
doldurulmadan oOnce elma suyuna askorbik asit ilave edilmesinin bu nedenle

verimli bir dekontaminasyon stratejisi olmadigi; ayrica, patulin par¢alanmasi
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sonucunda olusan iirlinlerin toksikolojik potansiyellerinin agikliga kavusturulmasi

gerektigi bildirilmistir (Drusch ve ark. 2007).

1.6.2.5. Ozon ile muamele

Gida endiistrisi i¢in yeni onaylanmis bir dezenfektan olan ozonun, ¢esitli
tirlerdeki mikroorganizmalara karsi etkili oldugu bulunmustur. Sanitasyon ve
birgok iiriiniin ¢iirlime kontrolleri i¢in ozon kullanimi, ticari uygulamalar i¢in
arastirilmistir. Kendiliginden oksijene pargalanmasi nedeniyle ozonizasyonun,
muamele goren iirlinlerde zararli kalintilar olusturmadigi i¢in giivenli bir

uygulama oldugu diisliniilmektedir (Karaca ve ark. 2010).

Insan saglig1 agisindan bir dekontaminasyon isleminden sonra, muamele
gbren Uriiniin potansiyel toksisitesinin degerlendirilmesi énem arz etmektedir.
Ozonizasyon bu anlamda umut verici bir yaklagim olarak goriilmektedir. Clinkii
embriyo ve cesitli tiirlerdeki hayvanlarla yapilan besleme deneylerinin sonuglari,
ozon muamelesi ile toksinlerin bircok zararli etkisinin ortadan kaldirildigini

gostermistir (Karaca ve ark. 2010).

Karaca ve Velioglu (2009) tarafindan yapilan bir caligma ile model
sistemlerde patulinin ozona karst zayif bir direnclilik gosterdigi bulunmustur.
Baslangictaki patulin derisimi, 1 dakikalik ozon muamelesi sonucunda %98’e
kadar par¢alanmis ve deneyin sonunda uygulanan HPLC veya GC-MS

spektrometrisi yontemleri ile yeni herhangi bir tirliniin olusumu gézlenmemistir.

Ozon gazi, depolanamamaktadir ve tesis igerisinde iiretilme zorunlulugu
vardir. Bu faktér, ozon uygulamalar1 i¢in diger oksidasyon/dezenfeksiyon
tekniklerine nazaran yiiksek bir yatirnm maliyetine neden olmaktadir. Ozon

iiretiminin baslica isletim maliyeti elektrik enerjisidir (Karaca ve Velioglu 2009).

Aktif komiir muamelesi, filtrasyon, askorbik asit muamelesi, gama
1sinlamasi, 1s1 uygulama, ozon gibi ¢esitli yontemler, elma ve elma suyunda
patulin seviyelerinin diisliriilmesi i¢in kismi olarak uygulanmistir (Tha ve ark.

2008, Yun ve ark. 2008). Yine de bu yaklasimlarin ¢ogu, yiiksek maliyet, imalat

28



@) ANADOLU UNIVERSITESI

siiresince olugan kimyasal tehlike, ¢evreye etki veya detoksifikasyon islemindeki
uygulanabilir zorluklar, zaman alic1 ve verimsiz olmasi nedeniyle biiylik 6l¢iide

elde edilebilir degilir (Hatab ve ark. 2012, Tha ve ark. 2008, Yun ve ark. 2008).

1.6.3. Biyolojik detoksifikasyon

Geleneksel ve organik olarak yetistirilmis ve ¢liriimiis elma 6rneklerinde,
olduk¢a yiiksek miktarlarda patulin bulunmaktadir. Bu clirlimiis elmalarin
islenmesiyle {liretilen elma sularindaki patulin derigimi, 2500 pg/kg seviyesine
kadar ulasabilmektedir (Horvath ve ark. 2010). Bu nedenle, patulinin giivenilir ve
verimli detoksifikasyon proseslerinin bulunmasina yonelik ilgi her gecen giin

daha da artmaktadir (Ricelli ve ark. 2007).

Mikotoksin ~ ile  kontamine olmus tarimsal = hammaddelerin
detoksifikasyonu i¢in bir ¢ok yontem, kapsamli bir sekilde arastirilmasina ragmen
bunlarin ¢ogu uygun bulunmamis veya 6zgiil dezavantajlarindan dolay1 elverissiz
olarak degerlendirilmistir (Karaca ve ark. 2010). FAO, fiziksel ve kimyasal
adsorbanlar kullanilarak mikotoksinlerin detoksifikasyonunda biiylik cabalarin
harcandigini; fakat elde edilen basarilarin sinirli kaldigini belirtmistir (Fuchs ve
ark. 2008). Biyolojik detoksifikasyon calismalarinda, mikotoksinleri pargcalama
veya azaltma potansiyellerinden dolayr mikroorganizmalar arasinda ozellikle
maya ve laktik asit bakterileri arastirma konusu olmustur (Reddy ve ark. 2011,

Topgu ve ark. 2010).

Elma suyundaki patulinin kurutulmus Saccharomyces cerevisiae
hiicreleri ile detoksifikasyon ¢alismasi, patulinin sabit kosullar altinda, 25 °C’de
143 saatlik inkiibasyon sonucunda %96 oraninda pargalandiini gostermistir
(Coelho ve ark. 2008). Yue ve ark. (2011), inaktif hale getirilmis 10 tane maya
susunu incelemis ve bunlardan 8’inin elma suyu icerisindeki patulin seviyelerini
24 saat icerisinde %50’ye diigtirdiigiinii, diger 2 susun ise patulini %72 oraninda

azalttigini bulmustur.
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1.6.3.1. Laktik asit bakterileri ve biyolojik detoksifikasyon yetenekleri

Laktik asit bakterileri, Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium,
Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactosphaera, Lactobacillus (Lb.),
Lactococcus, Leuconostoc (Leu.), Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella (W.) ve Bifidobacterium cinslerine ait
Gram-pozitif, spor olusturmayan, kok, kokobasil veya cubuk sekilli, hareketsiz ve
katalazdan yoksun ¢esitli bakteri gruplarini icermektedir (Anonim 2004, Tangiiler
2010, Yildirim 2007).

Laktik asit bakterilerine ait tiim cinsler, diisiik G+C (guanin ve sitozin)
oranina sahip olmakla birlikte genom biiyiikliikleri genel olarak 1.8-3.4 Mbp
arasinda degismektedir (Yildinm 2007). Streptococcus,  Enterococcus,
Lactococcus, Leuconostoc ve Pediococcus cinslerinin lyeleri, olduk¢a benzer
DNA baz oranlarina sahiptir; buna ek olarak sustan susa olduk¢a az degiskenlik
gozlenir. Ote yandan Lactobacillus cinsi, DNA bilesimi bakimindan birbirinden
oldukca farkli iiyeler igerir; dolayistyla homojen bir grup olusturmaz (Anonim,

2004).

LAB, siit iiriinleri, fermente et, eksi hamur, fermente sebze, eksi hayvan
yemi, mesrubat gibi gidalarda, bitkilerde, kanalizasyonda, insan ve hayvanlarin
normal florasini olusturduklart ve yararli bir rol oynadiklar1 genital, intestinal ve
solunum yollarinda bulunmaktadir (Cai 1996, Anonim, 2004). Cogu serbest yasar
veya bazilar firsat¢1 patojen olmasina ragmen hayvanlarla yararl ya da zararsiz

iligkiler icerisinde yasarlar (Anonim, 2004).

Tim LAB, anaerobik olarak gelisir; fakat diger anaeroplardan farkli
olarak c¢ogu oksijene duyarli degildir ve aerotolerant anaerop olarak oksijen
varhiginda gelisebilirler (Madigan ve ark. 2006 Anonim, 2004). LAB, yalnizca
sekerlerin metabolizmasindan enerji elde ettikleri i¢in genellikle seker igeren
habitatlarda bulunur (Madigan ve ark. 2006). Amino asit, vitamin, piirin ve
pirimidinlerce zengin c¢evrelerde yavas gelistikleri i¢in smirli biyosentez
yetenegine sahiptirler. Bu nedenle, tiim besinsel gereksinimlerini karsilayacak

kompleks ortamda gelistirilmelidirler (Anonim, 2004).
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LAB, sekerlerin fermentasyonu sonucunda olusan lriinlere baglh olarak
homofermentatif ya da heterofermentatif olarak iki alt gruba ayrilr.
Homofermentatif grubun drettigi tek fermentasyon iriini laktik asittir.
Heterofermentatif grup ise laktatin yani sira ikincil {irlin olarak etil alkol, asetik
asit, CO,, diasetil, asetoin gibi bilesikler iiretir (Cai 1996, Madigan ve ark. 2006).
Zorunlu heterofermentatif LAB Leuconostoc, Oenococcus, Weissella ve bazi
laktobasilleri; tipik homofermentatif LAB cinsleri Lactobacillus, Lactococcus,

Enterococcus, Streptococcus ve Pediococcus tiirlerini igcermektedir (Anonim,

2004).

Laktik asit bakterileri, ylizyillardir fermentasyon siireclerinden sorumlu
olmustur ve gida teknolojisi agisindan biiyiik bir 6neme sahiptir (Swetwiwathana
ve ark. 2009, Yildirim 2007). Fermente iiriinlerin tat, koku, nem igerigi ve yapist
gibi organoleptik ozelliklerine katkida bulunurken ayni zamanda bazilar
bakteriyosin gibi gelisimi inhibe edici maddeler ve bol miktarlarda laktik asit
iireterek gidalar1 bozan bakterileri inhibe eder ve gidalarin korunmasinda 6nemli
bir rol oynar (Anonim, 2004, Yildirim 2007). LAB, yogurt, peynir, kefir gibi siit
tiriinleri, sucuk, balik sosu gibi balik ve et {iriinleri, sarap, lahana ve salatalik
tursusu gibi sebze iiriinleri, ekmek ve boza gibi tahil-pastane tiriinleri gibi birgok
gidada dogal olarak bulunur veya sonradan starter kiiltlir olarak ilave edilerek
gidalarin olgunlastirilmasinda, iiretiminde, dayanikliliginin saglanmasinda ve
korunmasinda 6nemli rol oynar (Tangiiler 2010, Swetwiwathana ve ark. 2009,
Yildirrm 2007). Ayrica, laktik asit bakterilerinin 6zellikle Lactobacilli iiyeleri,
insanlarin ve hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde onemli bir alami isgal
etmektedir ve bunlarin saglik agisindan birkag probiyotik yarar1 oldugu
diistiniilmektedir. Bu yararlar arasinda, normal mikrofloraya olumlu etki etme,
patojenleri yok etme ve mukozal bagisikligin uyarilmasi yer almaktadir (Yildirim
2007). Bu nedenlerden dolayr LAB, gida fermentasyonlarinda en ¢ok kullanilan

mikroorganizma gruplari arasinda yer almaktadir (Anonim, 2004).

Bu bakterilerin asit iiretme Ozelliginin yaninda gida maddelerinin
bilesiminde bulunan, insanlar tarafindan kullanilmas1 miimkiin olmayan ve toksik

etkisi bulunan bilesenleri, daha kiigiik molekiillii, toksik etkisi olmayan veya
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insanlar tarafindan sindirilebilen molekiillere parcalama o6zelligi de 6nem arz
etmektedir (Aric1 2005). Cok sayida elde edilen bulgular, siit iirtinlerinde bulunan
laktik basillerin, nitrozamin, aflatoksin, polisiklik aromatik hidrokarbon, azo-
bilesik ve glikozitler gibi DNA-reaktif karsinojenlerin ¢esitli smiflarinin

detoksifikasyonunda rol oynadigini gostermistir (Knasmiiller ve ark. 2001).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Calismada Kullanilan Besiyerleri

2.1.1.1. MRS (De Man, Rogosa and Sharpe) siv1 besiyeri (Fluka, isvicre)

Icerik Miktar
Pepton 100 g
Et ozt 80¢g
Maya 6ziitii 40¢g
D (+) -Glukoz 200¢g
Dipotasyum hidrojen fosfat 20¢g
Sodyum asetat trihidrat 50g
Triamonyum sitrat 20¢g
Magnezyum siilfat heptahidrat 02¢g
Manganez siilfat tetrahidrat 0.05¢g
Distile su 1000 ml

Besiyerine 1 ml Tween 80 ilave edilmis, pH 6.2°ye ayarlanmis ve
besiyeri 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. MRS agar da MRS siv1 besiyeri
gibi hazirlanmig, 1000 ml’ye 15 g agar ilave edilerek 121 °C’de 15 dakika sterilize
edilmistir (de Man ve ark. 1960).

2.1.2. Calismada Kullanilan Meyve Sulari
Arastirmada, Eskisehir piyasasinda tiiketime sunulan farkli gesit ve

markalarda olmak iizere toplamda 32 adet meyve suyu temin edilerek

kullanilmigtir. Bunlar Cizelge 2.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Calismada kullanilan meyve sular1 (A) Meyve suyu ¢esitleri (B) Meyve sularimin

smiflandirilmasi
: (A)
Ornek | Meyve Suyu Cesitleri Ornek | Meyve Suyu Cesitleri
No No
1 Elma suyu 17 Elma suyu
2 Elma suyu 18 Cocuklar igin iretilmis karisik
meyve suyu
3 Elma suyu 19 Seftali-elma suyu
4 Elma suyu 20 Kayisi-elma suyu
5 Cocuklar i¢in tiretilmis organik | 21 Cocuklar i¢in iiretilmis organik
elma suyu kayisi-elma suyu
6 Cocuklar i¢in elma suyu 22 Elma suyu
7 Elma suyu 23 Karisik meyve suyu
8 Elma suyu 24 Kariksik meyve suyu
9 Cocuklar i¢in iiretilmis organik | 25 Karisik meyve suyu
elma suyu
10 Elma suyu 26 Uziim-elma suyu
11 Elma suyu 27 Visne-elma suyu
12 Elma suyu 28 Elma suyu
13 Organik elma suyu 29 Sar1 meyvelerden olusan karigik
meyve suyu
14 Organik incir-elma suyu 30 Elma-nar suyu
15 Elma suyu 31 Visne-elma suyu
16 Elma suyu 32 Kirmizi  meyvelerden  olusan
karigik meyve suyu
(B)
Meyve suyu tipi Organik Geleneksel Cocuk Organik ve
uriini cocuKk iiriinii
Elma suyu (Adet) 3 15 3 2
Elma iceren karisik 2 12 2 1
meyve suyu (Adet)

2.1.3. Patulin Detoksifikasyonunda Kullamilan Laktik Asit Bakterileri

Amerika’da bulunan ARS Kkiiltiir koleksiyonundan (NRLL) temin edilen

Lactobacillus ve Leuconostoc suslart ve tursulardan izole edilen LAB suslari
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kullanilmigtir. Cizelge 2.2°de calismada kullanilan laktik asit bakteri suslari

elde edildikleri kaynaklar gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan laktik asit bakteri suglart (A) ARS kiiltiir koleksiyonundan

(NRLL) temin edilen Lactobacillus ve Leuconostoc suslari ve elde edildikleri

kaynaklar (B) Cesitli tursulardan izole edilmis LAB suslar1 ve elde edildikleri

veE

kaynaklar
(A)
NRLL Sus Kaynak
B-512 Leuconostoc mesenteroides subs. mesenteroides | Kok bira, camurlu
B-1839 Lactobacillus kefiri Kefir tahili
B-1843 Lactobacillus hilgardii Sarap
B-3468 Leuconostoc lactis Kefir
B-4560 Lactobacillus paracasei subs. paracasei Siit makinesi
(B)
Ornek No | Kaynak Ornek No | Kaynak
4.2.1 Ev yapimu salatalik tursusu 22.1 Ev yapimi lahana tursusu
7.8 Ev yapimu salatalik tursusu 222 Ev yapimi1 lahana tursusu
10.1 Tursucudan temin edilmis | 23.4 Ev yapimi1 karisik tursu
acur tursusu
10.2 Tursucudan temin edilmis | 24.3 Ev yapimi karisik tursu
acur tursusu
2.2. Metot

2.2.1. Tursu Orneklerinden Laktik Asit Bakterileri izolasyonu ve

Identifikasyonu

2.2.1.1. Tursu suyu orneklerinin toplanmasi

Eskisehir’de bulunan tursuculardan ve evlerden 24 tane tursu suyu ornegi

LAB susglarinin izolasyonu i¢in temin edilmistir.
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2.2.1.2. Tursu sularmin tuzluluk yiizdelerinin dl¢iilmesi

Tursu sularmin  tuzluluk yiizdelerinin  6l¢limiinde  refraktometre
(Bellingham+Stanley Ltd., Eclipse Handheld Refractometer) kullanilmigtir.
Refraktometre haznesi lizerine birkag damla tursu suyu damlatilarak tursu

sulariin tuzluluk yiizdeleri 6l¢tilmiistiir.

2.2.1.3. Laktik asit bakterileri izolasyonu

Tursu suyu oOrneklerinden aseptik kosullarda 0.5’er ml alinip, 4.5 ml
fizyolojik tuzlu su (FTS, 0.85 g/100 ml) igeren tiiplere aktarilmus ve 107 ye kadar
bir seri diliisyonlar hazirlanmigtir. Koloni izolasyonu i¢in her bir diliisyondan 0.1
ml alinmis, %0.01 sodyum azid ilave edilmis MRS agar petrilerine drigalski
spatulii ile yayilarak yayma plak hazirlanmistir. Her bir Ornekten, Kkati
besiyerlerine iki kere inokiilasyon yapilmistir (paralel c¢alisma). Petriler,
30-37 °C’de, 2-3 giin anaerobik kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra saf kiiltiir elde etmek icin koloniler, MRS agar petrilerine ¢izgi ekim
yapilarak saflastirilmistir. Kolonilerin safligi, koloni morfolojisi ve MRS agarda
24-48 saatlik inkiibasyon sonunda Gram boyamaya tabi tutulan hiicrelerin
mikroskobik gozlemlerine dayanilarak kontrol edilmistir. Elde edilen saf LAB
izolatlari, daha sonraki c¢alismalarda kullanilmak iizere %15 (h/h) gliserol

igerisinde, -80 °C’de muhafaza edilmistir.
2.2.1.4. Laktik asit bakterilerinin identifikasyonu
Cesitli  tursulardan 1izole edilen LAB suslarinin identifikasyonu

biyokimyasal VITEK testi, Yag Asiti Metil Esterleri Analizi (FAME) ve

ribotiplendirme ile yapilmigstir.
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VITEK testi

VITEK testinde, Gram-pozitif bakterilerinin identifikasyonuna yarayan
GPI kartlar1 (bioMe rieux) kullamlmustir. GPI kart: igin VITEK veritabani,
Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus, Aerococcus, Listeria,
Corynebacterium ve Erysipelothrix, Rhusiopathiae, Actinomycespyogenes ve
Arcanobacterium haemolyticum gibi klinik agidan 6nem arz eden bakterileri igerir

(Cai 1996).

Tursulardan izole edilen Dbakterilerin Gram-pozitif oldugunun
dogrulanmas1 ve VITEK testine tabi tutulmasi igin izolatlarin Gram boyama
reaksiyonlarma bakilmistir. GPI kartlar1 bir defada toplam 20 tane bakteri
identifikasyonu yapmaya olanak sagladig1 i¢in stok izolatlar arasindan rastgele 20
adet secilmistir. 30-37 °C’de, 24-48 saat anacrobik kosullarda inkiibe edildikten
sonra bu kiiltiirlerin preparatlari hazirlanarak Gram boyama yoOntemiyle
morfolojiye dayali 151k mikroskobunda saflik kontrolleri yapilmistir. Saf oldugu

gbzlemlenen kiiltiirler ¢alismada kullanilmastar.

MRS agar petrilerine ekim yapilarak canlandirilan stok kiiltiirler, 2-3 giin
30-37 °C’de anaerobik kosullarda inkiibe edilmistir. Tiirbidimetrenin kalibrasyonu
yapildiktan sonra, yaklasik olarak 1.8 ml steril FTS igeren 20 adet kiivete, steril
kiirdan yardimiyla petri yiizeylerinden aliman bir miktar bakteri kolonileri
aktarilmistir.  Kiivetler iyice vortekslenmis ve sonra tiirbidimetreye
yerlestirilmistir. Kiiltiirlerin yogunlugu, 0.5 McFarland bulanikligina denk gelecek
sekilde hazirlanmistir. Kiivetlerden kapilerler yardimiyla bakteri slispansiyonlari,
kitlere aktarilmistir ve kitler BiomerieuxVitec cihazina yerlestirilmistir. Analiz

yaklagik olarak 15 saat stirmiistiir.
Yag asiti metil esterleri (FAME) analizi
Laktik asit bakterilerinin kemotaksonomisinde (biyokimyasal) seliiler

yag asitlerinin gaz kromatografisi analizi yaygin bir sekilde kullanilmaktadir

(Randhawa ve ark. 2010). Seliiler yag asitleri, Sasser (1990) tarafindan onerilen
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yonteme gore ekstrakte edilip (Anonim, 2009) yag asiti metil esterlerine (FAMEs)
tiirevlendirilmistir. Bu yonteme goére Once kiiltiirlerin toplanmast islemi
gerceklestirilmistir. MRS agar petrilerine ¢izgi ekim yapilarak, 30-37 °C’de
gelistirilen 24-48 saatlik taze kiiltiirlerden steril bir 6ze yardimiyla 40-70 mg
toplanmis ve steril tliplere aktarilmistir. Hiicrelerin pargalanmasi asamasi olan
saponifikasyon basamaginda once igerisinde kiiltiir bulunan her bir tiipe 1 ml
Reagent 1 (metanolik baz) eklenmistir. Daha sonra tiipler, 95-100 °C’ye
ayarlanmig su banyosunda 5 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda tiipler soguk
su igerisinde hizlica sogutulmustur. Tipler tekrar su banyosunda 25 dakika
bekletilmistir. Son olarak soguk suda tekrar sogutulmustur. Metillestirme
basamaginda, her bir tiipe 2 ml Reagent 2 (metillestirme reagenti) eklenmis ve
tipler 80 °C’ye ayarlanmig su banyosunda 10 dakika bekletilmistir. Bu siire
sonunda tlipler, hizlica sogutulmustur. Saflastirma/ekstraksiyon basamaginda,
sogutulan tiiplere, 1.25 ml Reagent 3 (ekstraksiyon ¢dziiciisli) eklenmis ve tiipler
10 dakika rotatorda ters-diiz edilmistir. Tiipiin alt kisminda kalan sulu faz pastor
pipeti ile ortamdan uzaklastirilmistir. Son basamak olan bazik yikama
basamaginda ise her bir tiipe 3 ml Reagent 4 (bazik yikama) eklenmistir. Tipler,
rotatorda 5 dakika ters-diiz edilmistir. Sonra tiiplerdeki iistte kalan organik
fazlarin 2/3’1 pastor pipeti ile temiz viallere aktarilmistir. Hazirlanan 6rnekler,
Yag Asiti Analiz Sistemi’ne (Agilent, 6890N) verilmis, elde edilen pikler ‘MIDI

Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi’ tarafindan analiz edilmistir.

Ribotiplendirme

Tursulardan izole edilen laktik asit bakterileri, ‘RIBOPRINTER
Mikrobiyal Karakterizasyon Sistemi® (DUPONT) kullanilarak identifiye
edilmigtir. Ornek hazirlama ydéntemi, DUPONT firmasinin  6nerdigi  gibi
gerceklestirilmistir.  Ornek hazirlama bloguna 8 adet mikrosantrifiij tiipii
yerlestirilmis, her bir tlipe 40 pl ticari olarak hazir bulunan 6rnek tamponundan
ilave edilmistir. Her bir 6rnek i¢in steril plastik kiirdan ile 4-5 koloni toplanarak
tampon igeren tiipe aktarilmis, tiipler 5 saniye vorteks islemine tabi tutulmustur.

Kapaklar1 kapatilan tiipler, blogun orta kismina dogru kaydirilmistir. Ornek
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hazirlama bloguna kuyucuklar iceren bir 6rnek tasiyici tabla yerlestirilmis, her bir
tiipten 30 pl 6rnek alinmis ve kuyucuklara aktarilmistir. Daha sonra 6rnek tasiyici
tabla yerinden ¢ikarilarak bir 1sitict istasyonuna yerlestirilmis ve burada yaklasik
25 dakika kadar bekletilmistir. Sonra, her bir kuyucuga 5 pl kesim ajan1 A, daha
sonra da 5 pl kesim ajam1 B ilave edilmistir. 90 dakikalik 1sitma isleminin

tamamlanmasindan sonra RiboPrinter sistemi ile analize gecilmistir.

2.2.2. Elma Suyu ve Elma i¢ceren Karisikk Meyve Sularinda HPLC Yéntemi

ile Patulin Tayini

2.2.2.1. Meyve sularimin ekstraksiyonu

Meyve sularinin ekstraksiyonlari, dnce Valle-Algarra ve ark. (2009)
tarafindan Onerilen sivi-sivi  ekstraksiyon yontemi, sonra da ekstraktlarin
temizlenmesi i¢in Spadaro ve ark. (2007) tarafindan Onerilen kati faz

ekstraksiyonu yontemi olmak iizere iki asamali olarak ger¢eklestirilmistir.

Bulanik meyve sulari, 6n islem olarak Aspergillus aculeatus tiiriinden
elde edilen pektinaz enzimi (>3.800 U/ml)(Sigma-Aldrich, Danimarka) ile 40
°C’de, 2 saat muamele edilmistir. Daha sonra ornekler, 4.500 rpm’de, 5 dakika
santrifij edilmistir (Spadaro ve ark. 2007). Bu islemlerden sonra, &rneklerin
ekstraksiyon islemlerine geg¢ilmistir. 5 ml berrak meyve suyu, 1 g NaH,PO4
(Sigma-Aldrich, Almanya) 5 g susuz Na;SO4(Carlo Erba Reagents, Rodano MI)
ve 5 ml etil asetat:hekzan (96:4, h/h) (Merck, Almanya), 50 ml’lik santrifiij tiipline
aktarilmis ve 5 dakika vorteks isleminden sonra 3000 rpm’de, 25 °C’de 3 dakika
santrifiij edilmistir. Organik fazin 3 ml’si, 30 pl, %100 glasiyel asetik asit (Merck,
Almanya) igeren temiz bir tiipe aktarilmis ve kisa bir vorteks isleminden sonra 40
°C’ye ayarlanmis su banyosunda, hafif azot gazi altinda tamamen kuruyana kadar
buharlastirlmigtir  (Valle-Algarra ve ark. 2009). Sivi-sivi  ekstraksiyon
islemlerinden sonra elde edilen kalinti, derhal 5 ml toluen (Merck, Almanya) ile 1
dakika vorteks islemi ile ¢oziindiiriilmiistiir. C;g kat1 faz kolonundan (SUPELCO,
Discovery DSC-18 kolonlar1 (100 mg/1 ml), énce 5 ml toluen, arkasindan

ekstraktin tamami gegirilmistir. Kartus, 2 ml toluen ile yikanmis sonra hafif azot
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gazi ile kurutulmustur. Patulin eliisyonu i¢in kolondan 4 ml etil asetat:toluen (1:1,
h/h) gecirilmistir. Eliiat hafif azot gazi altinda, 40 °C’lik su banyosunda
kurutulmustur. Derhal, 1.5 ml % 0.1°lik asetik asitli su ile kalint1 1 dakika vorteks
islemiyle ¢oziindiiriilmiis ve 0.45 um por ¢apl seliiloz asetat filtreden (Macherey-
Nagel, Diiren) gecirilerek analiz edilene kadar -20 °C’ye kaldirilarak muhafaza

edilmistir (Spadaro ve ark. 2007).

2.2.2.2. Patulin stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Patulin stok ¢ozeltisi, Arranz ve ark. (2005) tarafindan onerilen yonteme
gore 1 ml’si 0.2 mg (0.2 mg/ml) patulin icerecek sekilde hazirlanmistir. 5 mg
patulin (Merck, Almanya), 25 ml etil asetat ile balon jojede ¢Oziindiiriilmiistiir.
Cozelti, iyice calkalanmis ve -20 °C’de daha sonra kullanilmak {izere muhafaza

edilmistir.

2.2.2.3. Calisma cozeltisinin hazirlanmasi

Calisma ¢ozeltisi, Vural Gokmen (1999) tarafindan Onerilen yonteme
gore 1.3x10°M derisiminde hazirlanmistir. Bunun icin stok ¢ozeltisinden 100 pl
alimmig ve oda sicakliginda hafif N, gazi altinda ugurulmustur. Kalinti, pH 4’e

ayarlanmig 10 ml, % 0.1’lik asetik asitli su ile ¢ozlindiirilmistir.

2.2.2.4. Patulin standart cozeltilerinin hazirlanmasi

Patulin standart ¢ozeltileri, Arranz ve ark. (2005) tarafindan Onerilen
yonteme gore hazirlanmistir. 15 ml’lik santrifiij tiiplerine, calisma c¢ozeltisinden
strastyla 60, 120, 180, 240, 300, 360 ve 420 pl aktarilmistir. pH 4 asitli su ile son
hacim 10 ml’ye tamamlanmistir. BOylece HPLC sistemine verilen patulin

derigimleri sirasiyla, 12, 24, 36, 48, 60, 72 ve 84 ng/ml olmustur.
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2.2.2.5. Kalibrasyon egrisinin olusturulmasi

12, 24, 36, 48, 60 ve 84 ng/ml derisim degerlerinde hazirlanan patulin
standart c¢ozeltileri Cizelge 2.3’te verilen HPLC kosullarinda ¢alisilarak
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Verilen kalibrasyon noktalar1 ile giinliik
kontroller yapilmistir. Kalibrasyon egrisi elde edildikten sonra meyve sularinda

patulin tayini calismasina gecilmistir.

2.2.2.6. Patulin ekstraktlarinda geri kazamim deneyleri

Ekstraksiyon verimini kontrol etmek icin yapilan geri kazanim
deneyleri, patulin igermedigi saptanan elma sularinin 50 ng/ml patulin derisiminde
kontamine edilip bunlarin Valle-Algarra ve ark. (2009) ile Spadaro ve ark. (2007)
tarafindan Onerilen ekstraksiyon yontemlerine ayni sekilde tabi tutulmasi ile

yapilmistir.

2.2.2.7. istatistik analizleri

Meyve sularinda patulin seviyelerinin istatistiksel degerlendirmeleri icin

GraphPad Prism versiyon 3.02 programi (Amerika) kullanilmigtir.

2.2.2.8. HPLC-UYV yo6ntemi ile meyve suyu drneklerinde patulin tayini

-20 °C’de muhafaza edilen elma suyu ve elma iceren karisik meyve
sularindan ekstrakte edilmis ve temizlenmis 6rneklerin kantitatif analizleri HPLC
cihaz1 (Shimadzu, Japonya) ve buna bagli pompa (Shimadzu, LC-10AT) ve
dedektoriinde (Shimadzu, Photodiode Array Detector, SPD-M10A) yapilmustir.
Analiz  HPLC sistemine 20 pl hacminde ekstraktlar enjekte edilerek
gergeklestirilmistir. Meyve sularinda patulin analizinin gerceklestirildigi HPLC
cithazinin Ozellikleri ve analizdeki kromatografik kosullar Cizelge 2.3’te

gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. Patulin analizinin gerceklestirildigi HPLC cihazinin 6zellikleri ve analizdeki

kromatografik kosullar

HPLC Shimadzu, Japonya

Kolon Phenomenex, Synergi, 4 1 Hydro-RP 80 A, 250 x 4.60 mm Cg
Pompa Shimadzu LC-10AT

Dedektor Shimadzu Photo DiodeArrayDetector (SPD-M10A)

Hareketli faz Izokratik, su:ACN (95:5, h/h) bilesimi.

Akis hizi 0.9 ml/dak.

Enjeksiyon hacmi | 20 pl

Analizin yapildig1 | 276 nm

dalga boyu

2.2.3. Patulinin Laktik Asit Bakterileri ile Biyolojik Detoksifikasyonu

2.2.3.1. LAB suslarmin canlandirilmasi

Amerika’daki ARS kiiltiir koleksiyonundan temin edilen Lactobacillus
kefiri (NRLL B-1839), Lactobacillus hilgardii (NRLL B-1843), Lactobacillus
paracasei subs. paracasei (NRLL B-4560), Leuconostoc mesenteroides subs.
mesenteroides (NRLL B-512) ve Leuconostoc lactis (NRLL B-3468) suslar1 ve
tursulardan izole edilen 4.2.1, 7.8, 10.1, 10.2, 22.1, 22.2, 23.4 ve 24.3 nolu
izolatlar, MRS broth (pH 6.2) (LAB M Limited, U.K., Fluka analytical Sigma-
Aldrich, Isvigre) besiyerine inokiile edilmis, 30-37 °C’de 24-48 saat anaerobik
kosullarda inkiibe edilmistir (Fuchs ve ark. 2008).

2.2.3.2. LAB suslarimin detoksifikasyon analizine hazirlanmasi

Bu calisma, Topcu ve ark. (2010) tarafindan Onerilen yonteme birkag
modifikasyon uygulanarak gerceklestirilmistir. MRS brothta gelistirilen 24-48
saatlik taze kiiltiirler, canli ve cansiz hiicrelerin etkilerinin aragtirilmasi igin iki
esit hacimde bdolistiirtilmiistiir. Canli hiicreler, 8.000 rpm’de, 5 °C’de, 15 dakika
santrifiij edilmistir. Cansiz hiicreler ise, 121 °C’de 15 dakika otoklav isleminden

sonra ayni santrifiij kosullarinda santrifiij edilmistir. Yikama i¢in siipernatantlar
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atilmisg, her bir tiipe bir miktar distile su ilave edilerek peletler restispanse edilmis
ve tekrar aymi kosullarda santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Silipernatantlar
atilmis ve adsorpsiyon deneyi igin 10°, 10°, 10" ve 10" cfu/ml bakteri igeren
peletlerin iizerine, 1 mg/l patulin ihtiva eden 50 mM, pH 4 olan sodyum fosfat
tamponundan (Sigma-Aldrich, Almanya) 2’ser ml aktarilmistir. Hiicre igermeyen
mikotoksin soliisyonlar1 kontrol olarak kullanilmistir. Kisa bir vorteks isleminden
sonra tlipler 150 rpm’e ayarlanmis calkalamali etiivde, 37 °C’de, 1, 5, 24 ve 48
saat inkiibe edilmis, bu inkiibasyon siireleri sonunda tiipler, 8.000 rpm’de,
5 °C’de, 15 dakika santrifiij edilmistir. 500 pL siipernatantlar, steril ependorf
tiiplere aktarilmig ve HPLC analizi yapilana kadar 4 °C’de muhafaza edilmistir.

2.2.3.3. LAB suslarinin HPLC yontemi ile detoksifikasyon analizi

4 °C’de muhafaza edilen orneklerden 20 pL silipernatantlar, HPLC
sistemine enjekte edilmis, 0.9 mL/dak akis hizinda, hareketli faz olarak su:ACN
(95:5, h/h) (Merck, LiChrosolv) bilesimi kullanilarak izokratik eliisyon
yapilmistir. 276 nm’de Photodiode array detektorii ile Orneklerdeki patulin
miktarlar1 saptanmistir. Denklem (2.1) kullanilarak patulinin azalis miktari

% olarak hesaplanmustir.

Bakteriler tarafindan ortamdan uzaklastirilan patulinin % azalig miktari,

asagidaki ifade ile verilir.

ornegin patulin pik alant

0 lis=100x(1—
% azalis ( kontrol 6rnegin pik alant

Q.1
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3. BULGULAR

3.1. Tursu Orneklerinden Laktik Asit Bakterileri izolasyonu ve

Identifikasyonu

3.1.1. Tursu Suyu Orneklerinin Toplanmasi

Eskisehir tursucularindan ve evlerden temin edilen 24 adet tursu suyu

ornegi Cizelge 3.1°de gdsterilmistir.

Cizelge 3.1. Tursu suyu ornekleri, alindiklar1 yerler ve tuzluluk yiizdeleri

Ornek Tursu Cesidi Tuzluluk | Alindig1 Yer LAB Uremesi
No Yiizdeleri
1. Salatalik Ev yapmu +
2. Biber %5 Ev yapmu +
3. Karigik - Ev yapimu +
4. Salatalik - Ev yapimu +
5. Karigik - Ev yapimu +
6. Biber - Ev yapimi -
7. Salatalik %4.,8 Ev yapimu +
8. Erik %3,6 Tursucu +
9. Sarimsak %3,6 Tursucu +
10. Acur %4.,4 Tursucu +
11. Lahana %4 Tursucu +
12. Domates %3 Tursucu +
13. Patlican %)5.,6 Tursucu +
14. Kirmizi pancar %6,8 Tursucu +
15 Biber - Ev yapimu -
16. Karigik %4,8 Ev yapimi +
17. Fasulye %7 Ev yapimu +
18. Salatalik %8 Ev yapimu -
19. Karigik - Ev yapimi -
20. Biber - Ev yapimi -
21. Karigik %35.,8 Ev yapim -
22. Lahana %3 Ev yapim +
23. Karigik %7 Ev yapmu +
24, Karigik %5 Ev yapimu +
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Bunlardan bazilarindan MRS agar petrilerine yapilan ekim sonucunda

LAB suslar izole edilirken bazilarinda LAB iiremesi goriilmemistir.
3.1.2. Tursu Sulariin Tuzluluk Yiizdelerinin Ol¢iilmesi

Tuzluluk yiizdeleri, refraktometre haznesi ilizerine birka¢ damla tursu
suyu damlatilarak Ol¢iilmiistiir. Tursu Orneklerinin tuzluluk yiizdelerinin Cizelge

3.1’de goriildiigii gibi %3-8 arasinda degistigi gdzlenmistir.

3.1.3. Laktik Asit Bakterileri izolasyonu

Tursu sularindan laktik asit bakterileri izole edildikten sonra her bir tursu
suyu Ornegini temsilen petrilerden alinan 4-5 adet koloni, steril MRS agar
petrilerine ¢izgi ekim yapilarak saflastirilmistir. Toplamda 73 adet saf izolat elde
edilmistir. Cizelge 3.2’de elde edilen laktik asit bakteri izolatlar1 verilmistir.
Saflastirilan LAB kiiltiirleri, daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere %15’lik
(h/h) gliserol igerisinde, -80 °C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.2. Tursu sularindan saflastirilan LAB izolatlari

Ornek izolat Ornek  dzolat | Ornek  lizolat | Ornek izolat

No No No No No No No No
1. 1.5.1.1.2 20. 5.7.1 39. 10.2 58. 14.3
2. 1.7 21. 572 40. 10.3 59. 14.4
3. 1.8 22. 59 41. 104 60. 16.1
4. 224 23. 5.10 42. 10.5 6l1. 17.2
5. 2.8 24. 6.1 43. 11.1 62. 17.3
6. 3.1 25. 6.2 44. 11.2 63. 17.5
7. 32 26. 7.2 45. 11.3 604. 22.1
8. 33 27. 7.4 46. 12.1 65. 22.2
9. 4.1.1 28. 7.7 47. 12.2 66. 22.4
10. 42.1 29. 7.8 48. 12.3 67. 23.1
11. 422 30. 8.1 49. 12.4 68. 232
12. 42.2.1 31. 8.2 50. 12.5 69. 234
13. 47.1 32. 8.3 51. 13.1 70. 24.1
14. 5.1.1 33. 8.4 52. 13.2 71. 24.2
15. 5.1.2 34. 9.1 53. 13.3 72. 243
16. 5.3.1 35. 9.2 54. 134 73. 24.4
17. 5.3.2 36. 9.3 55. 13.5

18. 5.5 37. 94 56. 14.1

19. 5.6 38. 10.1 57. 14.2
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3.1.4. Laktik Asit Bakterilerinin Identifikasyonu

VITEK testi

Gram boyama reaksiyonlarina gore izolatlarin timii 151k mikroskobunda
mor renkli, Gram-pozitif bakteriler olarak belirlenmistir. Boyama sonucunda
hiicreler basil, kokobasil ve kok seklinde gozlenmistir. Sekil 3.1°’de, 14.1 ve
1.5.1.1.2 nolu izolatlara ait Gram boyama reaksiyonlar1 gosterilmistir. Cizelge

3.3’te ise VITEK testi sonuglar1 verilmistir.

Sekil 3.1. LAB izolatlarinin Gram boyama reaksiyonlari (A) 14.1 nolu izolatin Gram boyama

reaksiyonu (kok) (X100), (B) 1.5.1.1.2 nolu izolatin Gram boyama reaksiyonu (basil) (X100)
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Cizelge 3.3. VITEK testi sonuglari

Izolat  Benzerlik
No Indeksi Tanimlanan Tiir
%96 Streptococcus acidominimus/S. pneumoniae / Gemella morbillorum
14.4 %3 Streptococcus constellatu (viridans strep)
9.4 - Yetersiz gelisme
11.3 - Yetersiz gelisme
224 - Tanimlanamamis organizma
%90 Gemella morbillorum / S. agalactiae (Group B) / S. acidominimus
17.3 %6 Streptococcus pneumoniae
5.10 - Tanimlanamamus organizma
%76 Gemella morbillorum / S. agalactiae (Group B) / S. acidominimus
9.2 %22 Streptococcus pneumoniae
%97 Erysipelothrix rhusiopathiae
13.4 %1 Gemella morbillorum / S. agalactiae (Group B) / S.acidominimus
%357 Gemella morbillorum / S. agalactiae (Group B) / S. acidominimus
14.1 %25 Streptococcus acidomininmus / S. pneumoniae / G. morbillorum
1.5.1.1.3 - Tanimlanamamis organizma
2.8 % 96 Enterococcus avium / E. faecium (Group D)
%82 Streptococcus constellatus (viridans strep)
11.2 %14 Streptococcus acidominimus / S. pneumoniae/  G. morbillorum
1.5.1.1.2 - Tanimlanamamig organizma
412 - Tanimlanamamis organizma
%96 Gemella morbillorum /S. agalactiae (Group B) /' S. acidominimus
12.4 %3 S.acidominimus / S. pneumoniae /G. morbillorum
%76 Gemella morbillorum / S. agalactiae (Group B) / S. acidominimus
12.2 %22 Streptococcus pneumoniae
%83 Streptococcus acidomininmus / S. pneumoniae / G. morbillorum
10.4 %14 Streptococcus constellatus (viridans strep)
%97 Streptococcus equinus (Group D, nonenteriococci)
14.2 % <1 Streptococcus salivarius (viridans strep)
%70 Streptococcus acidomininmus / S. pneumoniae / G. morbiloorum
13.5 %29 Streptococcus constellatus (viridans strep)
%76 Gemella morbillorum / S. agalactiae (Group B) / S. acidominimus
14.3 %22 Streptococcus pneumoniae

Yag Asiti Metil Esterleri Analizi (FAME)

Hazirlanan Ornekler,Yag Asiti Analiz Sistemi’ne (Agilent, 6890N)

verilerek elde edilen pikler ‘MIDI Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi’ tarafindan

analiz edilmistir. Cizelge 3.4’te analiz sonuglar1 gosterilmistir.
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Cizelge 3.4. Yag asiti metil esterleri analizi sonuglari

izolat Benzerlik
No indeksi Tamimlanan Tiir
0.603 Lactobacillus parabuchneri
232 0.420 Weisella confusa GC subgroup B (Lactobacillus confusus)
0.659 Lactobacillus parabuchneri
222 0.602 Lactobacillus fermentum GC subgroup A
0.461 Weisella confusa GC subgroup B (Lactobacillus confusus)
5.6 0.344 Lactobacillus parabuchneri
6.1 0.146 Leuconostoc mesenteroides mesenteroides
0.460 Lactobacillus sanfranciscensis
0.425 Pediococcus dextrinicus
13.3 0.337 Lactobacillus vitulinus
0.291 Lactobacillus gasseri
0.267 Pediococcus pentosaceus
7.8 0.256 Lactobacillus plantarum
0.243 Enterococcus cecorum
0.223 Streptococcus mitis
22.4 0.092 Leuconostoc mesenteroides mesenteroides
0.062 Lactobacillus plantarum
0.190 Lactobacillus plantarum
24.1 0.171 Lactobacillus fermentum GC subgroup A
0.164 Lactobacillus parabuchneri
22.1 0.570 Lactobacillus parabuchneri
8.3 - Kiitiiphane eslestirmesi yapilamamuistir.
0.455 Lactobacillus bifermentans
243 0.375 Lactobacillus parabuchneri
0.327 Lactobacillus sakei GC subgroup A
24.4 0.558 Lactobacillus parabuchneri
23.4 0.787 Lactobacillus parabuchneri
24.2 0.674 Pediococcus damnosus
0.539 Lactobacillus vaccinostrecus
23.1 0.516 Lactobacillus parabuchneri
224 0.017 Leuconostoc mesenteroides mesenteroides
12.2 0.114 Lactobacillus delbrueckii bulgaricus
0.208 Corynebacterium amycolatum
13.5 0.147 Corynebacterium matruchotii
14.2 0.029 Pediococcus damnosus
17.3 0.160 Pediococcus parvulus
12.4 0.064 Lactobacillus bifermentans
0.049 Lactobacillus parabuchneri
0.139 Mycobacterium agri
0.128 Corynebacterium amycolatum
11.2 0.122 Lactobacillus vitulinus
0.092 Mycobacterium chelonae
0.088 Rhodococcus erythropolis/R.globerulus/N.globerula
0.086 Mycobacterium chubuense
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Cizelge 3.4. (Devam) Yag asiti metil esterleri analizi sonuglar1

0.099 Lactobacillus vitulinus
9.4 0.092 Corynebacterium diphtheriae intermedius
0.086 Mycobacterium agri
422 0.106 Leuconostoc mesenteroides mesenteroides
1.5.1.1.2 0.278 Lactobacillus parabuchneri
14.4 0.245 Pediococcus damnosus
0.174 Lactobacillus cellobiosus
10.4 0.160 Corynebacterium diphtheriae intermedius
0.115 Corynebacterium amycolatum
14.3 0.183 Lactobacillus parabuchneri
0.659 Lactobacillus parabuchneri
532 0.414 Weisella confusa GC subgroup B (Lactobacillus confitsus)
9.2 0.039 Pediococcus damnosus
0.257 Corynebacterium amycolatum
13.4 0.220 Corynebacterium diphtheriae intermedius
14.1 0.089 Pediococcus damnosus
0.057 Lactobacillus brevis
0.137 Leuconostoc mesenteroides mesenteroides
42.2.1 0.125 Lactobacillus parabuchneri
0.629 Lactobacillus parabuchneri
3.2 0.393 Weisella confusa GC subgroup B (Lactobacillus confusus)
5.10 0.131 Lactobacillus casei GC subgroup A
11.3 0.238 Lactobacillus vitulinus
0.264 Pediococcus damnosus
9.3 0.166 Lactobacillus sakei GC subgroup A
10.5 0.108 Lactobacillus parabuchneri
0.253 Weisella confusa GC subgroup B (Lactobacillus confitsus)
6.2 0.225 Lactobacillus parabuchneri
0.209 Lactobacillus fermentum GC subgroup A
17.5 0.298 Lactobacillus vitulinus
16.1 0.147 Rhodococcus coprophilus
7.4 0.372 Lactobacillus parabuchneri
2.8 - Eslesme yapilamamustir.
0.231 Pediococcus parvulus
17.2 0.208 Lactobacillus brevis
0.164 Lactobacillus delbrueckii bulgaricus
7.2 0.353 Lactobacillus parabuchneri
8.2 - Kiitiiphane eslestirmesi yapilamamistir
0.019 Streptococcus mitis
5.3.1 0.013 Lactobacillus plantarum
0.012 Streptococcus uberis
5.1.2 - Eslestirme yapilamamustir.
4.7.1 0.397 Lactobacillus parabuchneri
5.7.2 0.074 Lactobacillus parabuchneri
0.054 Lactobacillus bifermentans
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Cizelge 3.4. (Devam) Yag asiti metil esterleri analizi sonuglar1

0.376 Lactobacillus cellobiosus
0.269 Pediococcus damnosus
10.2 0.240 Lactobacillus casei GC subgroup A
0.233 Lactobacillus fermentum GC subgroup A
0.230 Lactobacillus oris GC subgroup A
11.1 0.082 Lactobacillus vitulinus
4.2.1 0.430 Lactobacillus buchneri
5.7.1 0.151 Lactobacillus parabuchneri
0.285 Pediococcus parvulus
12.1 0.247 Lactobacillus cellobiosus
0.195 Lactobacillus sakei GC subgroup A
8.4 0.089 Lactobacillus parabuchneri
0.088 Leuconostoc mesenteroides mesenteroides
13.1 0.032 Lactobacillus parabuchneri
0.027 Lactobacillus plantarum
5.1.1 0.051 Lactobacillus plantarum
0.235 Pediococcus parvulus
0.189 Pediococcus damnosus
10.3 0.154 Lactobacillus cellobiosus
0.144 Lactobacillus salivarius salivarius
13.2 0.225 Pediococcus parvulus
55 0.188 Lactobacillus parabuchneri
0.137 Lactobacillus buchneri
9.1 0.093 Lactobacillus vitulinus
0.088 Mycobacterium agri
10.1 0.577 Lactobacillus buchneri
0.125 Lactobacillus parabuchneri
33 0.081 Leuconostoc mesenteroides mesenteroides
12.5 - Eslestirme yapilamamistir
Ribotiplendirme

Ribotiplendirme ile tanimlanan laktik asit bakterileri Cizelge 3.5’te verilmistir.
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Cizelge 3.5. Laktik asit bakterilerinin Ribotiplendirme ile identifikasyon sonuglari ve elde edilen

profil bantlari
| s DuPont ‘RiboPrint ~ Profilleri
Ornek No izol_;flar TammlananTir | g oo | RiboNo 1 gy e g
. o . R Sty T LI L LI BB LR LY SO I
1 142517381 1424 Lactobacillus 097 ECORI425-59.54 |; &
: plantarum 2 ! 4
2 42547352 78 Laclobacilus 097 ECORI 4251255 | : :
B plantarum : H
342517353 (101 Lactobacilus 1066 ECORI425-173-83 ; I
4 42517354 1102 Alicydabacilles | 0 gt ECORI 425-173-5-4
: | acidocaldarius ; ?r
5 142517355 (22,1 jLactobacillus 097 ECORI42569.5-4 | | '
= i iplantarum : :
6 425-173-86 222 [Leuconostoc 092 ECORI425-173-56
- mesenterp;des _
7 142547387 1234 Lactobacillus 081 ECORI42547387 |, ¢
Dlanlamm . _ 4 & 3
8 4517358 1243 lLaclobacilus g6 ECORI 42547358 | | [ |
: ‘plantarum

3.2. Elma Suyu ve Elma iceren Karisik Meyve Sularinda HPLC Yéntemi ile

Patulin Tayini
3.2.1. Patulin Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Sekil 3.2’de 50 ng/ml derisiminde hazirlanan patulin standart ¢6zeltisinin
olusturdugu kromatogram goriilmektedir. Belirtilen kromatografik kosullarda

patulin, 16-17 dakikalar arasinda pik vermektedir.
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Sekil 3.2. Patulin standart ¢ozeltisine (50 ng/ml) ait kromatogram
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3.2.2. Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Dogrusalhik

12, 24, 36, 48, 60 ve 84 ng/ml derisim degerlerinde hazirlanan patulin
standart ¢ozeltileri Cizelge 2.2°de verilen HPLC kosullarinda calisilarak
kalibrasyon egrisi hazirlanmistir (R*=0,9996). Belirtilen kosullarda elde edilen bir
kalibrasyon egrisi Sekil 3.3’te verilmistir. Verilen kalibrasyon noktalari ile giinliik
kontroller yapilmistir. Cizelge 3.6°da 12, 24, 36, 48, 60 ve 84 ng/ml derisim

degerlerinde hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltilerinin dogrusallik verileri verilmistir.

9000
8000
7000
y =94,358x - 142,6
6000 R?=0,9996

5000

Alan

4000

3000

2000

1000

0 12 24 36 48 60 72 84 96

Patulin Derisimi (ng/ml)

Sekil 3.3. 12, 24, 36, 48, 60 ve 84 ng/ml derisim degerlerinde hazirlanan patulin standart

cozeltileri ile yapilan ¢alismada elde edilen sonug
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Cizelge 3.6. 12, 24, 36, 48, 60 ve 84 ng/ml derisim degerlerinde hazirlanan kalibrasyon

¢ozeltilerinin dogrusallik verileri

Patulin Patulin
Derisimi Derisimi Pik Pik
(ng/ml) ™M) Alam Yiiksekligi
12 7.78X107 923 101
24 1.55X107 2193 132
36 2.33X107 3274 195
48 3.11X107 4356 269
60 3.89X107 5548 338
84 5.45X107 7761 454
Egim 94,35833333
Kesim -142,6
R? 0,9996

Farkli giinlerde elde edilen kalibrasyon grafikleri ile ilgili degerlendirme

sonuclar1 Cizelge 3.7°de gdsterilmistir.

Cizelge 3.7. Patulinin GraphPad Prism versiyon 3.02 programi (Amerika) kullanilarak yapilan

istatistik analizleriyle elde edilen kalibrasyon sonuglari

Degiskenler 1.giin 2.giin 3.giin
Egim 16070000000 = 15810000000 = 15630000000 =
', 1227000000 1940000000 441800000
'-I'_J Y-kesim 210.5+457.7 9.867 + 724.0 2055+ 164.9
D X-Kkesim 0,00000001310 0,000000000624 0,00000001314
ﬁ %95 Giiven Arahg
> Egim 484900000 - -8836000000 - 10020000000 -
2 31650000000 40470000000 21250000000
2D Y-Kkesim 6026 - 5605 9189 - 9209 -1889 - 2300
3 r 0,9942 0,9852 0,9992
O
2
2
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Dogruluk ve kesinlik

Analitik yontemin dogrulugu, yontem ile elde edilen deneme
sonuclarinin ger¢ek degere yakinligidir. Dogruluk derisim basina kor hari¢ en az
bes tayin ile belirlenir. Yontemin kesinligi, herhangi bir degerin tekrarlanabilme
kabiliyeti veya bireysel test sonuclarinin birbirine yakinligimin bir derecesidir
(Ertag ve Kayal1 2005). Yapilan yedi tayin sonucunda elde edilen veriler Cizelge
3.8’de gosterilmistir.

Cizelge 3.8. 50 ng/ml seviyesinde patulin i¢eren standart ¢ozelti ile elde edilen sonuglar

Patulin Alikonma Pik Pik
Seviyesi Zamani Yiiksekligi Alam
(ng/ml)
50 16.855 298 4733
50 16.973 305 5225
50 16.878 330 5317
50 16.686 305 5378
50 16.381 340 5089
50 16.582 288 4783
50 16.688 342 5067
Ortalama Alan 5084.571
Standart Sapma (SD)” 249.9066
Bagl Standart Sapma (%RSD)” 4.914997

Y (x-%)°
a. S=/7,T1

)
b. % RSD =— x 100
X

S: Standart sapma,

X: Toplam,

x: Deneydeki tek bir 6l¢iim degeri,

2 Deneydeki tiim 6lglimlerin aritmetik ortalamas,

n: Deney sayisi
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3.2.3. Patulin Ekstraktlarinda Geri Kazanim Deneyleri

Geri kazanim deneyleri sonucunda elde edilen % patulin degerleri ve
istatistiksel veriler Cizelge 3.9’da gosterilmistir. 50 ng/ml derisiminde patulin
eklenerek Valle-Algarra ve ark. (2009) ile Spadaro ve ark. (2007)’nin
yontemlerine gore ekstrakte edilmis elma suyu 6rnegine ve kontrol grubuna ait
kromatogramlar Sekil 3.4-3.5’te verilmistir. Ortalama geri kazanim orani

%97,5 bulunmustur.

Cizelge 3.9. 50 ng/ml derisiminde patulin eklenmis elma sularinin Valle-Algarra ve ark. (2009)
ile Spadaro ve ark. (2007)’nin yontemlerine gore ekstraksiyonlar1 sonucu elde

edilen geri kazanim ytizdeleri

Eklenen Alikonma Pik Bulunan Bulunan Patulinin geri
Patulin Zamani Alani Patulin Patulin kazanim yiizdeleri
(ng/ml) ™) (ng/ml) (%)*
50 16.860 1875 1.07x10”7 41.11 82.22
50 16.843 2386 1.39x10”7 53.71 107.42
50 16.790 1856 1.06x10” 40.65 81.30
50 16.824 2614 1.54x107 59.34 118.68
50 16.572 2138 1.37x107 52.81 105.62
50 17.460 1175 1.16x107 44.98 89.877
Standart Sapma Bagil Standart Sapma Standart Hata Ortalama
(SS) (RSD%) Sy (%)
15,2772 15,6658 6,2369 97,5195

a
a. % Geri Kazanim = E x 100

a: Cihazda okunan patulin konsantrasyonu degeri

b: Ornege ilave edilen patulin konsantrasyonu

Bk
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Sekil 3.4. Valle-Algarra ve ark. (2009) ile Spadaro ve ark. (2007)’nin yontemlerine gore kontrol

i¢in ekstrakte edilmis elma suyu 6rnegine ait kromatogram
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Sekil 3.5. Valle-Algarra ve ark. (2009) ile Spadaro ve ark. (2007)’nin yontemlerine gére 50 ng/ml

eklenmis elma suyu 6rneginin ekstraksyonu sonucu elde edilen kromatogram
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3.2.4. HPLC-UV Yontemi ile Meyve Suyu Orneklerinde Patulin Tayini

32 tane sade elma suyu ve elma igeren karisik meyve sularindaki patulin
kontaminasyonu Cizelge 3.10’da verilmistir. Patulin iceren Orneklerin patulin

igeriklerine gore dagilimi Sekil 3.6’da gosterilmistir.

Cizelge 3.10. HPLC-UV yontemi ile incelenen elma sular1 ve elma igeren karisik meyve
sularindaki patulin kontaminasyonu

Ornek | Meyve Suyu Cesitleri Patulin

No Miktari
(ng/ml)

1 Elma suyu -

2 Elma suyu -

3 Elma suyu -

4 Elma suyu -

5 Cocuklar i¢in iiretilmis organik elma suyu -

6 Cocuklar i¢in elma suyu -

7 Elma suyu -

8 Elma suyu -

9 Cocuklar i¢in iiretilmis organik elma suyu -

10 Elma suyu -

11 Elma suyu -

12 Elma suyu *120.69

13 Organik elma suyu 35.53

14 Organik incir-elma suyu *66.20

15 Elma suyu -

16 Elma suyu -

17 Elma suyu 24.16

18 Cocuklar i¢in iiretilmis karisik meyve suyu *121.12

19 Seftali-elma suyu *232.46

20 Kayisi-elma suyu *181.70

21 Cocuklar i¢in iiretilmis organik kayisi-elma suyu | **T.E.

- : Patulin icermedigi saptanan ornekler, *: Tiirk Gida Kodeksi tarafindan izin verilen
maksimum miktar olan 50 pg/I’nin {izerinde patulin bulunan 6rnekler **T.E. : Matriks
girisimi nedeniyle patulin tayini yapilamayan 6rnekler.
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Cizelge 3.10. (Devam) HPLC-UV yontemi ile incelenen elma sulari ve elma igeren karisik meyve
sularindaki patulin kontaminasyonu

22 Elma suyu -

23 Karisik meyve suyu -

24 Kariksik meyve suyu *281.49

25 Karigik meyve suyu -

26 Uziim-elma suyu -

27 Visne-elma suyu **T.E.

28 Elma suyu -

29 Sar1 meyvelerden olusan karisik meyve suyu -

30 Elma-nar suyu -

31 Visne-elma suyu -

32 Kirmizt meyvelerden olusan karisik meyve suyu -

- : Patulin icermedigi saptanan 6rnekler, *: Tiirk Gida Kodeksi tarafindan izin verilen
maksimum miktar olan 50 pg/I’nin lizerinde patulin bulunan 6rnekler **T.E. : Matriks
girisimi nedeniyle patulin tayini yapilamayan 6rnekler.

300

250

200

150

100 -

Patulin Derisimi
ng/l

50 - I
. U
13 14 17

12

18 19 20 24

Ornek No

IVERSITESI

Sekil 3.6. Patulin iceren 6rneklerin patulin iceriklerine gore dagilimi

Meyve suyu orneklerindeki patulin miktarlarinin Tiirk Gida Kodeksi
tarafindan izin verilen maksimum 50 pg/l olan patulin seviyesine gore % dagilimi

Cizelge 3.11°de verilmistir
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Cizelge 3.11. Analiz edilen meyve suyu orneklerindeki patulin miktarlarinin Tiirk Gida Kodeksi
tarafindan izin verilen maksimum 50 pg/l olan patulin seviyesine gore % dagilimi

(n1=32)

Patulin Seviyesi (ug/l) Ornek Sayist (%)
<50 2 (% 6,25)
>50 6 (%18,75)

) 2 (%68,75)

HPLC analizi sonucunda 20 nolu kayisi-elma suyu ve 13 nolu organik
elma suyu Orneklerinin patulinle kontamine oldugunu gosteren kromatogramlar,
kontrol i¢in 50 ng/ml derisimindeki patulin standartlarinin kromatogramlari ile
birlikte Sekil 3.7-3.8’de verilmistir. 20 nolu kayisi-elma suyu 6rneginde patulin
16.294 dakikada, kontroldeki patulin16.582 dakikada, 13 nolu organik elma suyu
orneginde patulin 16.687 dakikada, kontroldeki patulin ise 16.878 dakikada pik

vermistir.

B chi 276nm
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16.294 dak.

l
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Sekil 3.7. (A) 20 nolu kayisi-elma suyu 6rneginin patulin ile kontamine oldugunu gosteren

Absorbans (mAbs)

kromatogram (patulin 16.294 dakikada pik vermistir) (B) Kontrol i¢in 50 ng/ml

derisimindeki patulin standardinin 16.582 dakikada pik verdigini gosteren

kromatogram

Ch 276nm

054

0.5

(A)

Patulin

16.687dak.

!
N

5 0 15 20

Zaman (Dakika)

60



@» ANADOLU UNIVERSITESI

B chi 276nm

(B)

:g’ 1.0
E Patulin
Y
& 16.878 dak.
2
9 05 l
Q0
<
0 5 10 15 20

Zaman (Dakika)

Sekil 3.8. (A) 13 nolu organik elma suyu 6rneginin patulin ile kontamine oldugunu gosteren
kromatogram, patulin 16.687 dakikada pik vermistir (B) Kontrol i¢in 50 ng/ml
derisimindeki patulin standardmin 16.878 dakikada pik verdigini gosteren

kromatogram

3.3. Patulinin Laktik Asit Bakterileri ile Biyolojik Detoksifikasyonu

3.3.1. LAB Suslarinin HPLC Yontemi ile Detoksifikasyon Analizi

Canli ve cansiz, farkli sayida LAB hiicresi igeren 13 6rnek, patulin igeren
tampon igerisinde 48 saat boyunca, 37 °C’ye ayarlanmis ¢alkalamali etiivde
inkiibe edilmis ve patulinin azalis miktarlar 1., 5., 24. ve 48. saatlerde alinan

ornekler sonucunda % olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.13).
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Cizelge 3.12. ARS Kkiiltiir koleksiyonundan temin edilen ve tursulardan izole edilen, canli ve
cansiz LAB suslarinin, patulin igeren ve pH’st 4 olan tampon ile inkiibasyonu

sonucu 1., 5., 24. ve 48. saatte ortamdan uzaklastirdig1 patulinin % azalis miktarlar1

Patulinin Azahs1

Mikroorganizma Tiirii Hiicre Inkiibasyon (%)
Sayisi Siiresi Canh Cansiz
(cfu/ml) (Saat) Hiicre Hiicre
1 19.30 12.02
5 46.12 15.48
Lactobacillus kefiri 53x 10"
(NRLL B-1839) 24 70.84 31.77
48 86.48 50.46
1 51.90 38.07
Lactobacillus paracasei subs. 5 64.59 37.60
paracasei 425 x10"
(NRLL B-4560) 24 85.10 68.15
48 89.52 92.57
1 2.84 0.49
Leuconostoc mesenteroides subs. 5 3.14 4.00
mesenteroides 2,5x 10°
(NRLL B-512) 24 9.38 6.39
48 11.02 13.76
1 5.17 3.58
Lactobacillus hilgardii 5 21.08 8.07
(NRLL B-1843) 5,19 x 10°
24 30.55 5.99
48 27.38 4.59
1 87.69 25.39
Leuconostoc lactis 5 88.53 16,34
(NRLL B-3468) 2,5x 10"
24 98.73 30.17
48 98.05 31.08
1 87.44 14.83
Lactobacillus plantarum 5 98.14 19.45
4.2.1) 6,11 x 10"
24 95.35 12.90
48 93.82 36.92
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Cizelge 3.12. (Devam) ARS kiiltiir koleksiyonundan temin edilen ve tursulardan izole edilen,
canli ve cansiz LAB suslarinin, patulin iceren ve pH’st 4 olan tampon ile
inkiibasyonu sonucu 1., 5., 24. ve 48. saatte ortamdan uzaklastirdig1 patulinin %

azalis miktarlari

1 73.27 6.61
5 73.89 8.35
Lactobacillus plantarum 1,38 x 10"
(7.8) 24 63.40 12.97
48 66.63 24.84
1 17.54 1.74
5 25.80 5.46
Lactobacillus coryniformis ss.
(10.1) 3,04x 10" 24 8.95 5.01
48 34.25 16.11
1 6.63 4.69
5 9.07 3.25
Alicyclobacillus acidocaldarius 3,75x 10°
(10.2) 24 19.00 8.94
48 64.18 57.44
1 76.09 25.05
5 98.20 30.96
Lactobacillus plantarum 2x 10"
(22.1) 24 96.40 27.32
48 97.28 35.75
1 41.39 20.22
5 95.77 89.81
Leuconostoc mesenteroides 3,3x 10"
(22.2) 24 95.58 31.15
48 97.77 51.13
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Cizelge 3.12. (Devam) ARS kiiltiir koleksiyonundan temin edilen ve tursulardan izole edilen,
canli ve cansiz LAB suslarinin, patulin iceren ve pH’st 4 olan tampon ile
inkiibasyonu sonucu 1., 5., 24. ve 48. saatte ortamdan uzaklastirdig1 patulinin %
azalis miktarlari

1 68.38 32.76
5 75.86 30.99

Lactobacillus plantarum 1,5x 10"
(23.4) 24 93.89 44.52
48 91.51 59.62
1 7.82 7.64
5 92.65 28.69

Lactobacillus plantarum 53x 10"
(24.3) 24 96.60 28.15
48 97.91 46.97

Analiz edilen 10" cfu/ml derisimindeki canli ve cansiz tiim LAB suslart
tarafindan patulinin 1., 5., 24. ve 48. saatler sonunda azalan miktarlar1 Sekil 3.9’da

gosterilmistir.
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PAT Detoksifikasvonn
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Sekil 3.9. Analiz edilen 10" cfu/ml derisimindeki (A) Canli (B) Cansiz LAB suslar1 tarafindan
patulinin 1, 5, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda azalis miktarlart Sari: Leu.
mesenteroides (22.2), : Lb. plantarum (22.1), Kirmmzi: Leu. lactis (NRLL B-
3468), Pembe: Lb. plantarum (24.3), Mor: Lb.plantarum (23.4), Mavi: Lb. kefiri
(NRLL B-1839), Yesil: Lb. plantarum (7.8), Siyah: Lb. plantarum (4.2.1)

10" cfu/ml derisimindeki canl ve cansiz 8 LAB susu tarafindan patulinin
maksimum azalis miktarlar1 karsilastirmali olarak Sekil 3.10°da verilmistir.
10" cfu/ml derisimindeki Lb. paracasei subs. paracasei (NRLL B-4560) ve Lb.
coryniformis (10.1) suslarinin canli ve cansiz hiicreleri tarafindan patulinin 1, 5,
24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda azalis miktarlar1 Sekil 3.11°de, 10’
cfu/ml derisimindeki Leu. mesenteroides subs. mesenteroides (NRLL B-512) ve
Lb. hilgardii (NRLL B-1843) suslarinin canli ve cansiz hiicreleri tarafindan
patulinin 1, 5, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda azalig miktarlari ise

Sekil 3.12°de gosterilmistir.
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M canli hiicreler

M cansiz hiicreler

LAB Suslan

10" cfu/ml derigsimindeki canli ve cansiz LAB suslari tarafindan patulinin maksimum
azalis miktarlarinin karsilastirmasi 1. Lb. kefiri (NRLL B-1839), 2. Leu. lactis (NRLL
B-3468), 3. Lb. plantarum (4.2.1), 4. Lb. plantarum (7.8), 5. Lb. plantarum (22.1),
6. Leu. mesenteroides (22.2), 7. Lb. plantarum (23.4), 8. Lb. plantarum (24.3)

Patulin Detoksifikasyonu
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. 10" cfu/ml derisimindeki LAB suslar tarafindan patulinin 1, 5, 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda azalis miktarlari 1. Canli Lb. paracasei subs. paracasei
(NRLL B-4560) hiicreleri 2. Cansiz Lb. paracasei subs. paracasei (NRLL B-4560)
hiicreleri 3. Canlt Lb. coryniformis (10.1) hiicreleri 4. Cansiz Lb. coryniformis (10.1)

hiicreleri
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Patulin Detoksifikasyonu
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Sekil 3.12. 10° cfu/ml derisimindeki LAB suslari tarafindan patulinin 1, 5, 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda azalis miktarlari 1. Canli Leu. mesenteroides subs.
mesenteroides (NRLL B-512) hiicreleri 2. Cansiz Leu. mesenteroides subs.
mesenteroides (NRLL B-512) hiicreleri 3. Canli Lb. hilgardii (NRLL B-1843)
hiicreleri 4. Cansiz Lb. hilgardii (NRLL B-1843) hiicreleri

Patulin detoksifikasyon ¢aligmasinda kullanilan tiim canli ve cansiz LAB
suslar1 tarafindan patulinin zamana bagl azalis miktarlar1 Sekil 3.13-3.25°de
verilmistir. Lb. kefiri (NRLL B-1839) susunun canli hiicreleri ve Lb. paracasei
subs. paracasei sugunun cansiz hiicreleri tarafindan patulinin zamana bagli olarak

uzaklastirildigini gésteren kromatogramlar Ek’te verilmistir.
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Sekil 3.13. Canli ve cansiz Lactobacillus kefiri (NRLL B-1839) susu tarafindan patulinin
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Sekil 3.14.

zamana bagli azalis
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Canli ve cansiz Lactobacillus paracasei subs. paracasei (NRLL B-4560) susu

tarafindan patulinin zamana bagli azalis1
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Sekil 3.15. Canli ve cansiz Leuconostoc mesenteroides subs. mesenteroides (NRLL B-512) susu

tarafindan patulinin zamana bagli azalisi
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1.saat 5.saat 24.saat 48.saat
inkiibasyon Siiresi

Sekil 3.16. Canli ve cansizLactobacillus hilgardii (NRLL B-1843) susu tarafindan patulinin

zamana bagli azalis1
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Sekil 3.17. Canli ve cansiz Leuconostoc lactis (NRLL B-3468) susu tarafindan patulinin zamana

bagli azaligi
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Sekil 3.18. Canli ve cansiz Lb. plantarum (4.2.1) tarafindan patulinin zamana bagli azaligi
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Sekil 3.19. Canli ve cansiz Lb. plantarum (7.8) tarafindan patulinin zamana bagl azalist
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Sekil 3.20. Canl1 ve cansiz Lb. coryniformis (10.1) tarafindan patulinin zamana bagl azalisi
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Sekil 3.21. Canli ve cansiz Alicyclobacillus acidocaldarius (10.2) tarafindan patulinin zamana

bagli azaligi
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Sekil 3.22. Canl1 ve cansiz Lb. plantarum (22.1) tarafindan patulinin zamana bagl azalis1
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Seki 3.23. Canli ve cansiz Leu. mesenteroides (22.2) tarafindan patulinin zamana baglh azalist

% Azalis

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

® canl hicre
M cansiz hiicre
. d

1.saat 5.saat 24.saat 48.saat

inkiibasyon Siiresi

Sekil 3.24. Canli ve cansiz Lb. plantarum (23.4) tarafindan patulinin zamana bagli azaligi

73



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

100

90

80

70
60

50

% Azalis

40

30

10
o | il

1.saat 5.saat 24.saat

inkiibasyon Siiresi

48.saat

M canli hiicre

i cansiz hiicre

Sekil 3.25. Canli ve cansiz Lb. plantarum (24.3) tarafindan patulinin zamana bagli azalisi
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Diinyada ve iilkemizde artan niifus ile birlikte, taze ya da islenmis meyve
ve sebze gibi gidalarin tiiketimi de siirekli artmaktadir. Tirkiye, sahip oldugu
ekolojik yapist ve iiretim alanlari nedeni ile meyve ve sebze iiretim potansiyeli
agisindan diinyanin onemli iilkeleri arasinda yer almaktadir. Ulkemizde iiretilen
meyve ve sebzeler, taze olarak dogrudan tiiketildigi gibi meyve suyu sanayisine
islenmek {lizere hammadde de saglamaktadir. Meyve suyu sanayisi, iilke
ekonomisine katma deger saglamasi yaninda tiiketicilerin de saglikli beslenme
sansini artiran bir sektordiir (Anonim, 2010a). WHO, FAO, EFSA (Avrupa Gida
Giivenligi Kurumu) gibi ¢esitli kuruluslar kanser ve kardiyovaskiiler hastalik
riskinin azaltilmasi i¢in sebze ve meyve tiiketiminin artirilmasinit dnermektedir

(Allende ve ark. 20006).

Meyve ve sebzeler, E, C, B, gibi vitaminler ve viicuda disaridan alinmasi
zorunlu kalsiyum, demir, magnezyum gibi mineral maddeler ac¢isindan
zengindirler. Ayrica, igerdikleri organik asitler ve seliilloz sayesinde dogal laksatif
etki gostererek bagirsak faaliyetlerine yardimci olmaktadir. Bu nedenle son
yillarda, tlilkemiz de dahil olmak {izere tiim diinyada meyveye en yakin igecek
olan meyve suyuna duyulan ilgi siirekli bir artis gostermektedir (Karav 2009,
Anonim, 2007).

Bircok meyve tiiriiniin anavatani olan Tiirkiye, iiretim miktar1 ve
cesitliligi bakimindan hem meyve hem de meyve suyu agisindan 6nemli bir
iilkedir (Karav 2009). Anavataninin Anadolu ve Kuzey Kafkasya oldugu
diisiiniilen, 1liman iklim meyvelerin basinda gelen elmanin diinyada 6.500,
tilkemizde ise 460 ¢esidi bulunmaktadir (Durmus ve Yigit 2003). Diinyada elma
liretiminin en fazla yapildign iilkeler Cin, Fransa, A.B.D., Italya, Almanya,
Kanada, Ingiltere, Yeni Zelanda, Japonya, Giiney Afrika, Polonya, iran ve
Tiirkiye’dir (Durmus ve Yigit 2003, Edizer ve Bekar 2007, Keles 1979). FAO’ya
(2006) gore, 2005 yili sezonunda diinya genelinde 62 milyon tondan fazla elma
tiretimi gergeklesmistir (Silva ve ark. 2007).
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Ulkemizde agirlikli olarak yetistirilen elma cesitleri, Granny Smith ve
Golden Delicious elmalaridir (Batu ve Demirdéven 2010). Ulkemizde elma
tiretiminin en ¢ok yapildig1 yer, Tirkiye toplam tretiminin %35’ini karsilayan
Karaman’dan Kayseri’ye dogru uzanan, Akdeniz ile I¢ Anadolu arasindaki gegis
kusagidir. Uretimin yogun oldugu ikinci bolge, Bati Toroslar’in kuzey
yamagclarndir. Biiylik olgiide Goller yoresine karsilik gelen bu bolge, Tirkiye
toplam tretiminin %27’sini karsilamaktadir (Durmus ve Yigit 2003). 2003 yili
verilerine gore iilkemiz, 2.600.000 ton elma iiretimiyle diinya siralamasinda
ticiincii sirada yer almigtir. Yine 2003 yili verilerine gore Isparta ili, 514.221 ton
elma iiretimiyle Tiirkiye’de birinci sirada yer almistir (Ekinci ve ark. 2012). 2009
yil1 verilerine gore, lilkemizde 2.782.365 ton, 2010 verilerine goére ise 2.600.000

ton elma tiretimi yapilmistir (Anonim, 2010b).

Ulkemizde meyve suyu iiretimi, 1960’11 yillarda baslamustir (Karav 2009,
Anonim, 2008). Zamanla gelisen teknoloji ile birlikte {riinlerin
cesitlendirilmesinde artis gerceklesirken ihracatta agirlikli olarak elma sular
onem kazanmigstir. 1970 yilinda Tiirkiye’nin meyve suyu ihracatt 6 ton iken,
biliylime hizlanarak 2007 yilina gelindiginde bu miktar 81.000 tona ulasmuistir.
Tirkiye’nin 2005-2007 yillar1 arasindaki meyve suyu ve konsantresi ihracati ile
ilgili degerlendirmeler Cizelge 4.1°de verilmistir. Toplam meyve suyu ve
konsantreleri ihracatinda en 6nemli kalem elma suyu olmakla birlikte deger olarak

pay1 %52’yi bulmustur (Anonim, 2008).
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Cizelge 4.1. Tiirkiye’nin Yillar itibariyle Meyve Suyu ve Konsantresi Ihracati, ( Miktar: Ton,
Deger: 1000 $) (Anonim, 2008)

URON 2005 2006 2007
Miktar | Deger | Miktar | Deger | Miktar Deger

Elma suyu 57.462 | 47.643 | 43.318 44.079 | 42.619 83.620
Diger Meyve/Sebze Sulari 24.386 | 36.002 | 21.433 49.275 | 23.677 61.291
Karisik Meyve/Sebze Sular 3.387 2.337 3.526 3.030 5.546 8.130
Diger Portakal Sular1 8.909 4.179 4.051 2.355 4.199 3.127
Diger Turunggil Sulari 1.247 859 1.964 1.631 2.147 1.766
Domates Suyu 862 596 949 654 1.116 995
Uziim Suyu 549 367 920 635 993 815
Ananas Suyu 357 199 291 169 689 435
Greyfurt Suyu 2 1 785 1.507 19 54
Portakal Suyu (Dond.) 231 226 553 272 57 37
Toplam 97.393 | 92410 | 77.790 | 103.607 | 81.063 | 160.269

Cesitli meyvelerden iiretilen meyve sulari, insanlar ve oOzellikle de
cocuklar tarafindan yaygin bir sekilde tiiketilen bir gida cesitidir. Yapilan bazi
arastirmalar, cesitli meyve sulariin igerisinde patulinin siklikla bulundugunu
gostermektedir. Cesitli meyve sularinda patulin varliginin arastirilmasinin énemi,
patulin iireticisi patojenle kontamine olmus meyve sularinin, insan ve 6zellikle de
cocuk sagligini tehdit edici 6zelliginden ve meyve sulariin baslica tiiketicilerini
cocuklarin olusturmasindan ileri gelmektedir. Patulinin insan ve ¢ocuk sagligini
tehdit edici, zararhh ve yasam Kkalitesini disiiriicii etkileri g6z Oniinde
bulunduruldugunda, gidalarda bu mikotoksinin kontrolii veya uzaklastirilmasi igin
cesitli tekniklerin gelistirilmesi ve meyve suyu gibi ¢esitli gida {irlinlerinde bu
metabolitin varliginin arastirilmast ve detoksifikasyonuna yonelik caligsmalar

Onem arz etmektedir.

Mikotoksinleri onlemek icin gosterilen cabalara ragmen, bu toksinler
gelismis lilkeler de dahil olmak iizere diinyanin bir¢ok yerinde insan sagligiyla
ilgili hala 6nemli bir problem teskil etmektedir (Barreira ve ark. 2010). Geleneksel
ve organik olarak yetistirilmis ve ¢iirimiis elma 6rneklerinde oldukga yiiksek
miktarlarda patulin bulunmaktadir (Horvath ve ark. 2010). Bu ¢liriimiis elmalarin

islenmesiyle {liretilen elma sularindaki patulin derisimi, 2500 pg/kg seviyesine
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kadar ulasabilmektedir. FDA, patuline bazi seviyelerde maruz kalmanin insanlara
risk teskil ettigini belirtmistir. Avrupa Birligi, bu nedenle tiiketiciye sunulan elma
iceren irlinlerde izin verilen en yliksek patulin miktarlarinin belirlenmesi i¢in
uluslararas1 yasal diizenlemeler ortaya koymustur. WHO ve bircok iilke, elma
suyunda bulunmasina izin verilen patulin miktarint 50 pg/kg olarak
sinirlandirmistir (Kadakal ve ark. 2003a). Patulinin, sitotoksik, genotoksik,
mutajenik (Horvath ve ark. 2010) ve tavuk embriyolarina karst teratojenik
(Ciegler ve ark. 1977), halk saglig1 acisindan bir tehdit niteligindeki potansiyel
karsinojenik o6zelligi gibi insan ve hayvan sagligina olan zararli etkilerinin
getirdigi endiselerden dolayr bu mikotoksinin kontrolii ve elma fiiriinlerinden
uzaklastirllmas1 gerekmektedir. Patulinin giivenilir ve verimli detoksifikasyon
yontemlerinin bulunmasma yonelik ilgi her gegen giin daha da artmaktadir.
Ozellikle elma sularinda yaygin bir sekilde saptanan patulinin ortamdan
uzaklastirilmasi veya detoksifiye edilmesine yonelik c¢esitli fiziksel, kimyasal ve
biyolojik calismalar denenmistir. Bu denemelerden bazilar1 askorbik asit, gamma
radyasyonu, aktif komiir absorpsiyonu, 1s1 uygulamasi, ozon, P. expansum’a karsi
baz1 mikroorganizmalarin antifungal aktivitesi vb. icermektedir. FAO, fiziksel ve
kimyasal adsorbanlar kullanilarak mikotoksinlerin detoksifikasyonunda biiyiik
cabalarin harcandigini; fakat elde edilen basarilarin sinirh kaldigini belirtmistir
(Fuchs ve ark. 2008). Patulini uzaklastirmak i¢in 1ginlama, ozon veya aktif komiir
ile muamele etme gibi alternatif yontemlerden bazilarinin verimi yiiksek olsa da
maliyeti yiiksektir, bazilarinin ¢evreye verdigi zararlar biiyiik, verimi diistiktiir ve
zaman alicidir; ayrica elma sularinda meydana getirdikleri  birtakim
fiziksel/kimyasal degisiklikler nedeniyle de detoksifikasyon islemlerinde zor
uygulanabilir olmalar1 nedeniyle biiyilk oOl¢iide elde edilebilir degildir ve
tiikketicilerin kabulunu azaltmaktadir. Bu nedenlerden dolayi, patulinin biyolojik

detoksifikasyon ¢aligmalari umut verici goriilmektedir.

Patulinin biyolojik detoksifikasyon mekanizmasinda, gida endiistrisinde
probiyotik kiiltiir olarak yaygin bir sekilde kullanilan gesitli laktik asit bakterileri
ve mayalar O6nemli rol oynamaktadir. Literatiirde patulinin mayalar ile
detoksifikasyonuna yonelik bir¢cok calisma mevcuttur; fakat gilinlimiize kadar

LAB suslart kullanilarak yalnizca 3 tane detoksifikasyon ¢aligmasi yapilmistir.
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Yapilan bu calisma ile patulinin biyolojik detoksifikasyon deneylerinde bu
nedenle ¢esitli LAB suslar1 kullanilmistir. Bu suslardan bazilar1 referans sus
olarak Amerika’daki ARS kiiltiir koleksiyonundan temin edilmis, diger bazilar1 da
farklt evler ve yerel isletmelerden temin edilmis tursu oOrneklerinden izole

edilmistir.

Tursu, sebze ve meyvelerin belli derisimlerde tuz igeren salamura veya
kendi 6z sulari i¢inde laktik asit bakterilerince fermente edilmesiyle olusan laktik
asidin ve ortamdaki tuzun koruyucu etkisi sonucu dayaniklilik kazanan bir {iriin
olarak tanimlanmaktadir. Tursu yapimi, insanlarin gida maddelerini uzun stire
saklayabilmek ve az ya da hi¢ bulunmadiklar1 yer ve donemlerde, bu iiriinlerden
yararlanabilmek i¢in gelistirdikleri dayandirma yontemleri i¢inde en eskilerinden

biridir (Sahin 1982).

Calismada kullanilan ve analiz edilen tursu Ornekleri; salatalik, biber,
karisik, erik, sarimsak, acur, lahana, domates, patlican, kirmizi pancar ve fasulye
tursularindan alinmistir. Ev yapimi ve tursuculardan temin edilen 24 adet ¢esitli
tursu Orneklerinden MRS agar petrilerine yapilan ekimler sonucunda ¢ogunda
LAB iiremesi gozlenirken 6 tanesinde ise hicbir iireme gozlenmemistir. LAB
iremesi gozlenmeyen tursu Orneklerinin, tabi tutulduklar1 fermentasyon
stiregleriyle yakindan iligkisi vardir. Daeschel ve Fleming (1984), sebzelerin dogal
fermentasyonu siiresince meydana gelen mikrobiyal gelisimini, birbirini izleyen 4
basamaga ayirmistir: baslangi¢ basamagi olan 1. basamakta sebzelerin iizerinde
mevcut olan ¢esitli Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin gelisiminin, birincil
fermentasyon olan 2. basamakta, laktik asit bakterilerinin fermentatif mayalarla
birlikte veya mayasiz gelisiminin, ikincil fermentasyon basamagi olan 3.
basamakta ise diisik pH nedeniyle inhibe olan laktik asit bakterilerinin
gelisiminin ardindan fermentatif mayalarin gelisiminin goézlendigi belirtilmistir.
Bu basamakta mayalarin gelisiminin gozlenmesi, ortamda hala fermente olmamis
karbonhidratlarin  kaldigim1  gostermektedir. Post-fermentasyon denilen son
basamak ise, ortamdaki fermentatif karbonhidratlarin tiikkenmesi sonucunda
anaerobik kosullar altinda higbir mikrobiyal gelisimin olmamas ile karakterize
edilmistir. Bu durumda 6 tane tursu 6rneginde LAB gelisiminin goriilmemesi, ya

ikincil fermentasyon basamagi olan 3. basamakta ortamin iyice diigmiis pH’s1
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nedeniyle laktik asit bakterilerinin inhibe olmus olabilecegine ya da tursularin

post-fermentasyon siirecinde olabilecegine isaret etmektedir.

Sebzeler, uygun derisimlerde tuz igeren soliisyonlara konulduklarinda,
yapilarinda dogal olarak bulunan mikroorganizmalar tarafindan fermentasyona
maruz kalirlar. Tursularin tuzluluk yiizdeleri, tursularin fermentasyon siiresince
aktif olan mikroorganizma tipi ve sayisini biiylik 6l¢iide etkilemekte dolayisiyla
da tursularin kalitesi acisindan 6nem tagimaktadir. Calisma kapsaminda analiz
edilen 16 tane tursu Ornegiyle yapilan Ol¢iimler sonucunda, tursulardaki tuz
derigimlerinin %3-8 arasinda degistigi gozlenmistir. Bu veriler, Daeschel ve
Fleming (1984) tarafindan belirtilen, gesitli tursu orneklerinin sahip olduklar
yaklastk %1-8 arasinda degisiklik gosteren tuzluluk oranlariyla benzerlik
gostermektedir. Daeschel ve Fleming (1984), lahana tursusunun tuzluluk oraninin,
zeytin ve salatalik tursusununkine gore daha diisiik oldugunu belirtmistir. Bu
calismada analizi yapilan 11 ve 22 6rnek nolu lahana tursularimin tuzluluk

ylizdelerinin sirasiyla %4 ve %3 gibi diisiik gozlenmis olmasi arastirmacilarin

tespitlerini dogrulamaktadir.

Calisma kapsaminda ev yapimi ve tursuculardan temin edilen 24 tane
tursu 6rneginden MRS agar petrilerine yapilan ekimler sonucunda, her bir tursu
suyu Ornegini temsilen petrilerden alinan 4-5 adet koloni, sterii MRS agar
petrilerine ¢izgi ekim yapilarak saflastirilmistir. Saflagtirma sonucunda elde edilen
toplamda 73 izolatin Gram boyamalar1 sonucunda tiim izolatlarin Gram-pozitif
oldugu, hiicre morfolojilerinin kok, kokobasil ve basil seklinde oldugu,
kolonilerin  diizgiin, kii¢iikk, parlak ve opak, pigmentasyonlarinin ise
krem/beyaz/sart oldugu gozlemlenmistir. Calisma kapsaminda elde edilen laktik
asit bakteri suslariin tanimlanmasinda biyokimyasal Vitek testi ve FAME (Yag
Asiti Metil Esterleri) analizi, 16 S ve 23 S rRNA’y1 temel alan molekiiler

tanimlama yontemi olan ribotiplendirme analizi gergeklestirilmistir.

Vitek testi sonucunda elde edilen veriler, c¢esitli tursu Orneklerinde
Erysipelothrix, Streptococcus, Gemella ve Enterococcus gibi tursularin dogal
florasinda bulunmayan ve patojen Ozellige sahip bazi tiirlerin bulundugunu

gostermistir. Cai (1996) nisin lireten bir Lactococcus susunun tanimlanmasina
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yonelik yapmis oldugu bir caligmada, Vitek testi ile identifikasyonda dogru
sonuglarin elde edilemedigi; bu nedenle identifiye edilmeye ¢alisilan organizmalar
icin veritabant sinirli olan veya veritabani olmayan bunun gibi sistemler
kullanilirken dikkatli olunmasi1 gerektigi bildirmistir. Biyokimyasal o6zelliklere
dayali Vitek testinin kesin dogrulukta sonu¢ vermedigi dogrulanmis,
identifikasyon ic¢in sadece bu testin yeterli olamayacag goriilerek yapilan
identifikasyonun dogrulanmas1 i¢in yag asiti metil esterleri analizi

gergeklestirilmistir.

Yag asitlerinin bakterilerde hiicre zarmin segiciligine etki ettikleri
bilinmektedir (Dunnic ve O’Leary 1970). Yag asiti metil esterleri analizi, hiicre
duvarinin  6zgiil yag asit kompozisyonuna dayanan bakteriyel ve maya
identifikasyonuna izin veren bir fenotipik tanimalama yontemidir (Sutton 2004).
Bu yontemde, kiiltiire edilen orneklerin yag asitleri ekstrakte edilir ve gaz
kromatografisi ile ayirma saglanir. Yag asiti profillerindeki farkliliklar, genetiksel
akrabaliklarin dolayl bir gostergesi olup; bu profiller kullanilarak bakterilerin
tanilanmasina yonelik ¢aligmalar 40 yili agkin bir siiredir yiiriitiilmektedir (Miller
and Berger 1985). Bu ¢alismada gergeklestirilen yag asiti metil esterleri analizi
sonuglarinin, Vitek testi sonucunda identifiye edilen suslarla Ortiismedigi
gbzlenmistir. Identifikasyon, tursularm dogal florasinda bulunan Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus gibi laktik asit bakterilerinin varligini gostermistir. Bu
durumda, FAME analizi ile Vitek testi sonuclarinin birbirlerini dogrulamadigi;
Vitek testi sonuglariyla karsilastirilacak olursa FAME analizi sonuglarmin daha
giivenilir oldugu goriilmiistiir. 26 izolatin, degisen benzerlik indeksleri ile
Lactobacillus parabuchneri oldugu; ayrica 16 farkli tursu 6rneginin toplaminda
16 farkli Lactobacillus tlriiniin bulundugu tespit edilmistir. Sonug¢ olarak,
calismada kullanilan tursularda, Lactobacillus tiirlerinin diger tiirlere oranla daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Elde edilen analiz sonuglari, izolatlarin diisiik
benzerlik indeksleri nedeniyle bu yontemin de LAB identifikasyonu i¢in giivenilir
ve yeterli olmadigimi gostermis, yapilan biyokimyasal identifikasyonlarin
dogrulanmasi i¢in bir molekiiler tanimlama yontemi olan ribotiplendirme analizi

gerceklestirilmistir.
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Giiniimiizde, LAB identifikasyon c¢aligsmalarinda ilgi odagi fenotipik
yontemlerden daha kesin ve hassas sonuglar veren molekiiler (genotipik)
yontemlere dogru kaymistir (Babalola 2003). Ribotiplendirme, 16S ve 23S
rRNA’y1 kodlayan genlerin bir kismmi veya hepsini iceren genomik DNA
restriksiyon fragmentlerinin parmak izi profillerini kapsamaktadir. Gegmis
yillarda bu yontemin Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc ve Weissella
tirlerinin veya suslarinin taksonomik c¢alismalarinda kullanildigi belirtilmistir

(Kiran ve Osmanagaoglu 2011).

Calismada sinirlt imkanlar nedeniyle sadece 8 6rnegin ribotiplendirme ile
identifikasyonu yapilabilmistir. Analiz sonucunda, 4.2.1., 7.8, 22.1, 23.4 ve 24.3
nolu izolatlarin, sirasiyla %97, %97, %97, %81 ve %65 benzerlik ile
Lb. plantarum, 22.2 nolu izolatin %92 benzerlik ile Leu. mesenteroides, 10.1 nolu
izolatin %66 benzerlik ile Lb. coryniformis, %65 benzerlik ile Alicyclobacillus
acidocaldarius, 10.2 nolu izolatin ise %81 benzerlik ile Alicyclobacillus
acidocaldarius, %70 benzerlik ile Lb. parabuchneri, yine %70 benzerlik ile Lb.
lactis oldugu belirlenmistir. Bu sonuglarla yag asiti metil esterleri analizi
sonucunda elde edilen sonuglarin celistigi acikca goriilmektedir (Cizelge 4.2).
Ribotiplendirme profili %97 benzerlik gdsteren ve Lb. plantarum olarak identifiye
edilen 4.2.1. nolu izolat, yag asiti metil esterleri analizi sonucunda %43 benzerlik
orant ile Lb. buchneri olarak tanimlanmistir. Yine, 7.8 nolu izolat, yag asiti metil
esterleri analizi ile %25 benzerlik ile Lb. plantarum olarak identifiye edilmesine
karsilik, bu oran ribotiplendirme sonucunda %97 olarak tespit edilmistir. Klein ve
ark. (1998)’nin One siirmiis oldugu, yag asiti metil esterleri analizinin LAB
identifikasyonu i¢in gilivenilir bir yontem olmadigi diisiincesi, bu caligmada
kullanilan 2 yontem arasinda goriilen biiyiik farkliliklar nedeniyle dogrulanmig

bulunmaktadir.
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Cizelge 4.2. FAME ve ribotiplendirme sonuglarinin karsilagtirilmasi

izolat FAME ile Benzerlik RIBOTIPLENDIRME Benzerlik
No tamumlanan tiir ile tammlanan tiir
4.2.1 | Lb. buchneri %43 Lb. plantarum %97
P. pentosaceus %26
Lb. plantarum %97
78 Lb. plantarum %25
Lb. coryniformis %66
10.1 | Lb. buchneri %57 Alicyclobacillus acidocaldarius %65
Lb. cellobiosus %37 Alicyclobacillus acidocaldarius %81
10.2
P. damnosus %26 Lb. parabuchneri %70
22.1 | Lb. parabuchneri %357 Lb. plantarum %97
Lb. parabuchneri %65
22.2 Leu. mesenteroides %92
Lb. fermentum %60
23.4 | Lb. parabuchneri %78 Lb. plantarum %81
Lb. bifermentans %45
24.3 Lb. plantarum %65
Lb. parabuchneri %37

Lb. plantarum, Leu. mesenteroides ve Lb. corynformis tiirlerinin
tursularin dogal florasinda bulunmasi ve elde edilen sonuglarin giivenilir benzerlik
diizeyleri, ribotiplendirmenin Vitek ve FAME analizlerine nazaran LAB i¢in daha

giivenilir bir identifikasyon yontemi oldugunu gostermektedir.

Daeschel ve Fleming (1984), laktik asit bakterilerinin 4 tiirii olan
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus brevis, Pediococcus pentosaceus,
Lactobacillus plantarum tiirlerini lahana fermentasyonlar ile iligkilendirmistir. Bu
tiirlerin, lahana tursularinin fermentasyonu siiresince yukarida belirtilen sira ile

olustugu bildirilmistir. Mikroorganizmalarin kendi aralarindaki bu siralamasinin,
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lahana tursularinin tipik tat ve aromalarinin elde edilmesi i¢in gerekli oldugu
vurgulanmistir (Harris ve ark. 1992). Yukarida belirtilen son 3 tiiriin ayrica
salatalik ve zeytin fermentasyonlarinda da rol oynadiklar1 belirtilmistir (Daeschel
ve Fleming 1984, Sanchez ve ark. 2000). Calisma kapsaminda kullanilan 7 nolu
tursu Ornegi, bir tursucudan temin edilmis erik tursundan alinmistir. Literatiirde
yapilan arastirmalar sonucunda daha once, erik tursusun yapisinda bulunan
LAB’mm arastirllmadig1 diisliniilmektedir. Bu calismada erik tursusundan alinan
ornekte, ribotiplendirme analizi sonucunda elde edilen %97 benzerlik ile Lb.
plantarum’un varlig1 tespit edilmistir. Elde edilen sonug ile Lb. plantarum’un
lahana, salatalik ve zeytin fermentasyonlar1 disinda erik fermentasyonunda da rol
oynadigr goriilmustiir. Lahana tursusundan elde edilen 22.2 nolu izolatin %92
benzerlik ile Leu. mesenteroides oldugu tespit edilmistir. Bu tiirlin, lahana
fermentasyonunun ilk basamaginda rol oynadigi bildirilmistir (Daeschel ve
Fleming 1984). Ribotiplendirme sonuclarina goére 8 tursu izolatindan 5’1
Lb. plantarum olarak identifiye edilmistir. Lu ve ark. (2003), salatalik ve lahana
fermentasyonlarinda Lb. plantarum’un gelisimi ve fermentatif aktivitesinin, son
tirtiniin kalite ve mikrobiyal kararliligin1 biiyiik ol¢iide etkiledigini bildirmistir.
Acur tursusundan elde edilen 10.1 ve 10.2 nolu izolatlar sirasiyla %66 benzerlik
ile Lb. coryniformis ve %81 benzerlik ile Alicyclobacillus acidocaldarius olarak
tanimlanmistir. Lb. coryniformis yaygin olarak silolarda depolanan yem, inek
giibreleri, mandira havasi gibi tarimsal habitatlarda; peynir, salam ve boza gibi
cesitli gida triinlerinde bulunmustur (Schachtsiek ve ark. 2004). Ayrica tursular
ve cesitli lahana tiirlerinde bulundugu da belirtilmistir (Anonim, 2012b).
Alicyclobacillus acidocaldarius 1ise asidik sicak su kaynaklarinda ve asidik
topraklarda bulunmustur (Anonim, 2012c). Diisiik benzerlik yiizdeleri gdsteren
izolatlarin daha kesin ve hassas bir sekilde sus bazinda identitkasyonu i¢cin PFGE
(atiml1 alan jel elektroforezi), DNA-DNA hibridizasyonu, AFLP (¢ogaltilan par¢a
boy farklilagsmasi), PCR-RFLP/ARDRA (kesim parcast boy farklilagmasi/
amplifiye ribozomal DNA restriksiyon analizi) SDS-PAGE (sodyum dodesil
siilfat poli akrilamit jel elektroforezi), RAPD-PZR (rastgele ¢cogaltilmis polimorfik
DNA), dizi analizi gibi diger genotipik identifikasyon yontemleri dnerilmektedir
(Kiran ve Osmanagaoglu 2011).
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Hasat edilen elmalarin bir kismi, meyve suyu fabrikalar1 tarafindan direk
meyve suyu olarak isglenirken, diger bir kismi da agikta yiginlar halinde
depolamaktadir. Saglam goriinen veya fiziksel zarar gormiis elmalar, acikta
depolanma siiresince kiif kontaminasyonuna agik bir hale gelmektedir. Onlemler
alimmadig takdirde, depolanan elmalarda kiif gelisimi ile birlikte patulin olusumu
ka¢milmazdir. Patulin olusumu ile elma {iriinlerinde tiiketicileri etkileyen bazi
kalite problemleri goriilmektedir. Patulinin saptanmasi ve detoksifikasyon
caligmalar1 hem gida endiistrisi hem de yasal diizenlemeler yapan kurumlar i¢in
oncelikli bir 6neme sahiptir (He ve ark. 2009). Patulinin olduk¢a polar bir yapiya
sahip olmas1 ve 276 nm dalga boyunda 6zgiil absorpsiyon gostermesi nedeniyle
giiniimiizde RP-HPLC patulin analizinde en uygun ve en yaygin kullanilan
yontem olmustur (Baert ve ark. 2007, Barreira ve ark. 2010, Moukas ve ark.
2008). Patulin bazik ortamlarda aktivitesini yitirip kararli kalamadigindan
calismamizda geleneksel sivi-sivi ekstraksiyon yonteminde daha 6nce bazi
calismalarda kullanilmis olan sodyum karbonat kullanilmamistir. Kolon
kullanilarak uygulanan kati-faz ekstraksiyon yontemlerinin daha giivenilir, daha
yiiksek verimlerle tekrar edilebilir, daha diisiik toksin seviyelerini tayin etmeyi
miimkiin kilan daha hassas yontemler olduklar1 belirtilmistir (Valle-Algarra ve
ark. 2009). Bu calismada sivi-sivi ekstraksiyon yontemi akabinde zaman
kaybedilmeden kullanilan C,;g kati-faz ekstraksiyonu kolonu kullanilarak yapilan
HPLC analizinin validasyon islemleri sonucunda patulinin geri kazanim orani
ortalama olarak % 97,5 bulunmus, uygulanan yontemin bir¢ok ¢alismaya gore

daha hassas ve verimli oldugu gozlemlenmistir.

Bu calismada test edilen meyve sulari, Eskisehir piyasasinda tiikketime
sunulan farkli ¢esit ve markalarda olmak iizere elma suyu ve elma igeren karigik
meyve sularindan olugsmaktadir. Temin edilen toplamda 32 tane meyve suyunun
patulin igerigi RP-HPLC yontemi ile tespit edilmistir. Analiz edilen bu meyve
sulari; 3 tanesi (5, 9, 21 nolu ornekler) bebekler ve cocuklar igin iiretilmis
toplamda 5 tane organik meyve suyu (5, 9, 13, 14 ve 21 nolu 6rnekler), bebek ve
cocuklar i¢in tretilmis 5 tane meyve suyu (5, 6, 9, 18 ve 21 nolu ornekler) ve
geleneksel olarak iiretilmis 27 tane meyve suyunu igermektedir. 32 tane meyve

suyu Orneginde yapilan patulin analizleri sonucunda 8 érnekte (12, 13, 14, 17, 18,
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19, 20 ve 24 nolu ornekler) 24.16-281.49 ng/l arasinda degisen miktarlarda
patulin saptanmistir. Bu 6rnekler, 1 tanesi organik (13 nolu 6rnek) olmak iizere 3
tane elma suyunu (12, 13 ve 17 nolu 6rnekler) ve yine 1 tanesi organik (14 nolu
ornek) olmak tlizere 5 tane karistk meyve suyunu kapsamigtir. 2001 yilinda,
Leggott ve Shephard tarafindan yiiriitiilen ¢alismada analiz edilen 6 farkli karigik
meyve sularmin 2’sinde 5 pg/l seviyesinde patulin derisimleri saptanmistir. Bu
sonuclar, patulinin elma suyu disinda elma iceren karistk meyve sularinda da

bulunabilecegini ortaya koymustur.

Calisma kapsaminda patulin i¢erdigi saptanan 13 ve 17 nolu iki 6rnekteki
patulin miktar1 Tiirk Gida Kodeksi’nde belirtilmis maksimum limit olan
50 pg/kg’in altinda iken diger alti o6rnekteki (12, 14, 18, 19, 20 ve 24 nolu
ornekler) patulin miktar1 bu limitin iizerinde ¢ikmistir. 1998 yilinda, G6kmen ve
Acar tarafindan Tirkiye’de iiretilen 215 elma suyu konsantresinde patulin
varhiginin ilk kez HPLC yontemi ile arastirilmasi sonucunda tiim 6rneklerin 7-376
pg/l derisimlerinde patulin igerdigi, 6rneklerin %43.5’inde patulin derisimlerinin
50 pg/l smiri astigi bulunmustur. Bu calisma sonucunda elde edilen bulgular,
patulin kontroliinde hala sikintilarin yasandigin1 géstermektedir. En diisiik patulin
kontaminasyonu 17 nolu elma suyu 6rneginde 24.16 pg/l, en yiiksek ise 24 nolu
karigitk meyve suyu Orneginde 281.49 ng/l olarak saptanmistir. Geleneksel ve
organik olarak yetistirilmis ve c¢iirimiis elma Orneklerinde, oldukca yiiksek
miktarlarda patulinin bulundugu, bu ¢iiriimiis elmalarin islenmesiyle iiretilen elma
sularindaki patulin derisiminin bazen 2500 pg/kg seviyesine kadar ulagabildigi

bildirilmistir (Horvath ve ark. 2010).

Bu calismada analiz edilen organik olarak iiretilmis 13 nolu elma suyu ve
14 nolu elma-incir suyu orneklerinde patulin seviyesi sirastyla 35.53 pg/l ve 66.20
ng/l olarak saptanmistir. Bu seviyeler, Horvath ve ark. (2010)’nin belirttigi 2500
pg/’kg seviyesi kadar ¢ok yiiksek olmasa da 14 nolu organik incir-elma suyu
ornegi, Tirk Gida Kodeksi tarafindan izin verilen maksimum 50 pg/kg’lik sinir
asmaktadir. Barreira ve ark. (2010) tarafindan yapilan ve organik elma iiriinlerinin
arastirildigr bir caligmada, incelenen 35 tane organik elma diriinlerin 7’sinin
patulin ile kontamine oldugu; fakat bunlarin gdsterdigi en yiiksek seviyenin 9.2

ng/l oldugu bildirilmistir. Spadaro ve ark., (2007) tarafindan yapilan baska bir
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calismada analiz edilen 21 tane organik elma sularinin 6’sinda patulin derigimleri,
50 pg/kg’lik smirmin altinda saptanmistir. 2010 yilinda, Bonerba ve ark.
tarafindan Italya’da yapilan ¢alismada analiz edilen 31 tane elma suyunun, 6-30

ng/l arasinda degisen seviyelerde patulin igerdigi tespit edilmistir.

Yagamin ilk yili boyunca bebek ve ¢ocuklar tarafindan elma {iriinlerinin
oldukca fazla tiiketilmesi nedeniyle onlarin yetiskinlere nazaran patuline ¢ok daha
fazla maruz kaldigi bilinmektedir. Analiz edilen ¢ocuklar i¢in iiretilmis 5 tane
meyve suyu arasindan sadece biri olan 18 nolu karisik meyve suyu Orneginde
patulin seviyesi 121.12 g/l olarak tespit edilmistir. Bu sonug, Tiirk Gida
Kodeksi’nin bebek ve ¢ocuklar i¢in koymus oldugu ayr1 bir simir olan 10 pg/l
seviyesinin oldukga tizerindedir ve bu seviyenin 10 katin1 bile agmaktadir. Leggott
ve Shephard (2001) tarafindan incelenen bebekler icin iiretilmis 1 tane karisik
elma suyunda 13.75 pg/l seviyesinde patulin bulunmustur. Bu seviye, elde
ettigimiz 121.12 pg/l seviyesinden oldukca diisiiktiir; fakat 10 pg/I’lik sinir degeri
asmaktadir. Saglik iizerine olumsuz etkileri kanitlanmis patulinin bu ¢aligmada
saptanan yiiksek seviyelerine insanlarin maruz kalmasinin, 6zellikle de bebek ve

cocuklarin daha biiyiik bir risk altinda oldugunu agikc¢a gostermektedir.

Insanlarm tiiketimine uygun oldugu nitelendirilerek i¢ piyasaya siiriilen
meyve sularinda gerceklestirilen analizler sonucunda, patulinin bazi numunelerde
bulunmazken bazilarinda degisen seviyelerde bulundugu saptanmustir. Elde
edilen, bazi meyve sularinin yiikksek seviyelerde patulinle kontamine oldugu
bulgusu, calisma kapsaminda kullanilan bu meyve sularinin insan tiiketimine
uygun olmadigini ve saglik acisindan risk teskil ettigini gdstermektedir. Ayrica bu
sonuclar, elma suyu ve konsantreleri iireten isletmelerin  patulin
kontaminasyonlarin1 dnlemede yetersiz veya muhtemelen duyarsiz kaldiklar1 ve
yasal diizenlemelere bagli kalmadiklar1 gercegini ortaya ¢ikarmistir. Bu hususta
Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan patulinin siki kontrolii i¢in
iretim Oncesi ve sonrasinda bu mikotoksinin rutin olarak saptanmasina yonelik
yonetmelikler olusturulmas: gerektigi diistiniilmektedir. Tiirkiye’nin yillar
gectikce artis gosteren ve ililke ekonomisine katma deger saglayan meyve suyu

thracatinda en Onemli ¢esidi olusturan elma suyu ve konsantreleri agisindan
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diisiiniildiiglinde, saptanan bu patulin seviyelerinin ihracattada problem teskil

edecegi ve lilke ekonomisine zarar verecegi agiktir.

Patulinin insan ve hayvan sagligina; ayrica iilke ekonomisine verdigi
zararlar ele alindiginda, bu mikotoksinin giivenilir ve verimli detoksifikasyon
yontemleri ile elma iirlinlerinden uzaklagtirllmas: gereklilik arz etmektedir.
Patulinin elma iirtinlerinden uzaklastirilmasi veya detoksifiye edilmesine yonelik
cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik calismalar denenmistir. Drusch ve ark.
(2007) elma suyu ve konsantresi gibi patulin ile kontamine olmus gidalar igin
verimli bir dekontaminasyon stratejisinin bulunmadigini bildirmistir. Patulin
seviyeleri, meyve suyu ekstraksiyonunda kullanilan alisilmis teknolojik islemler
stiresince yalnizca %20 orani gibi diisiik bir verimle azaltilabilmekte ve bu gibi
yontemler tiiketicilerin kabulunu azaltmaktadir (Barreira ve ark. 2010, Silva ve

ark. 2007).

Patulinin biyolojik detoksifikasyon mekanizmasinda, gida endiistrisinde
probiyotik kiiltlir olarak yaygin bir sekilde kullanilan c¢esitli laktik asit bakteri
(LAB) suslar1 6nemli rol oynamaktadir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalar ile laktik
asit bakterilerinin aflatoksin, okratoksin ve patulin gibi ¢esitli mikotoksinleri
yapilarina baglama yetenegine sahip olduklar1 bildirilmistir (EI-Nezami ve ark.
1998, Fuchs ve ark. 2008, Topgu ve ark. 2010). Peltonen ve ark. (2001),
tarafindan yapilan ¢alismada LAB suslart kullanilarak aflatoksin B; (AFBI1)’in
detoksifikasyonu arastirllmis ve AFB1’in bu suslar ile degisik oranlarda

uzaklastirilabildigi belirtilmistir.

Topcu ve ark. (2010), Enterococcus faecium’un 6zgiil suslarinin patulini
ve AFBI’i sulu c¢ozeltilerden farkli verimlerle uzaklastirdigini bildirmistir.
Patulin, 48 saatlik inkiibasyon sonunda 2 farkli sus tarafindan %41.6 ve %45.3

oranlarinda uzaklastirilmistir.

Fuchs ve ark. (2008) tarafindan yapilan bagka bir calismada patulini sulu
cozeltiden uzaklastirma yeteneklerinin arastirilmasi i¢in gida ve hayvan kaynakl
30 farkli LAB susu calisilmig, LAB suslarinin sulu ¢ozeltilerden patulini farkli
seviyelerde uzaklastirdigi bulunmustur. En etkili sus ile patulin seviyeleri %80

azaltilabilmistir.
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Bu c¢alisma ile elde edilen bulgular, 6nceki caligmalar1 dogrulamis ve
biyolojik yolla patulinin etkili detoksifikasyonunun miimkiin olabilecegini
gostermistir. Calisma kapsaminda patulinin biyolojik olarak detoksifikasyonu i¢in
incelenen tiim suglarin patulini degisik miktarlarda baglama yeteneklerinin oldugu
gbzlenmigtir. Bu baglanma, baslangigtaki patulin derigimine, hiicre derisimine,
bakteri susuna, sulu ortamin pH’sina ve inkiibasyon sicakligina bagli olarak

degiskenlik gosterebilmektedir (Hatab ve ark. 2012).

Mikotoksinlerin sulu ortamdan uzaklastirilmasinin farkli iki mekanizma
ile agiklanabilecegi bildirilmistir. Birinci mekanizmada, toksinlerin bakteriyel
hiicre duvarlarinin  yapisin1  olusturan peptidoglikan ve polisakkarit gibi
karbonhidrat kisimlarina kovalent baglanma yerine geri doniisiimlii olarak
baglanmas1 yoluyla sulu ortamlardan uzaklastirildig1 diisiiniilmektedir. Hatab ve
ark. (2012) tarafindan yapilan FT-IR c¢alismalari, patulinin arastirilan tiim suglara
baglanmasindan aymi fonksiyonel gruplarin ¢ogunun (karboksil, polisakkaritler,
hidroksil, lipid ve amino) sorumlu oldugunu gostermisir. Ancak sonuglar, bu
gruplarin goreceli katkilarinin bakteriyel tiir igcerisinde degisiklik gosterebilecegini
gostermistir. Elde edilen sonuglar, patulinin laktik asit bakterilerine
adsorpsiyonundan sorumlu olan bilesiklerin hiicre duvari bilesenlerinin oldugunu
dogrulamaktadir. Daha onceki c¢aligmalarda, mikotoksinlerin LAB tarafindan
uzaklastirllma mekanizmasi olarak bakteriyel hiicre duvarina baglanmay1 gdsteren
benzer sonuglar bildirilmistir (El-Nezami ve ark. 2002, Peltonen ve ark. 2001).
LAB tarafindan AFB1’in baglanmasinda hiicre duvari biitiinliigiiniin 6nemli
oldugu bulunmustur. Mikotoksinlerin sulu ortamdan uzaklastirilmasiyla ilgili
diger bir mekanizmada ise hiicrelerden sulu ortama 6zgiil enzimlerin salinmasiyla
toksinlerin metabolik doniisiimler sonucu parcalanmasinin miimkiin olabilecegi
ileri siirtilmiistiir (Hatab ve ark. 2012, Hosono ve ark. 1988, Fuchs ve ark. 2008,
Reddy ve ark. 2011, Topgu ve ark. 2010).

Bu ¢alismada, Topcu ve ark. (2010)’nin yontemine gore patulin derisimi
lug/ml, pH 4 ve sicaklik 37 °C olarak sabit tutularak canli ve cansiz hiicrelerin
degisen derigimlerinin patulin detoksifikasyonu {lizerine olan etkileri incelenmistir.
Incelenen 13 susun tiimiiniin, patulini degisen miktarlarda baglama veya

parcalama yetenegine sahip oldugu gozlenmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda, 107,
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10%, 10° vel0'cfu/ml derisimlerdeki LAB suglari denenmistir (Fuchs ve ark.
2008, Hatab ve ark. 2012, Topgu ve ark. 2010). Bu caligmada 10" cfu/ml
agirlikta olmak {izere 10%, 10° ve10' cfu/ml derisimindeki hiicreler incelenmistir.
Incelenen LAB suslar1 arasinda, patulinin en etkili detoksifikasyonunu saglamis
olanlarin 10" cfu/ml derisimindeki Leu. lactis (NRLL B-3468), 4.2.1, 22.1, 23.4,
24.3 nolu Lb. pantarum ve 22.2 nolu Leu. mesenteroides suslar1 oldugu gézlenmis
ve bunlarin patulini sirasiyla %98.73, %98.14, %98.20, %93.89, %97.91 ve
%97.77 oranlarinda sulu ortamdan uzaklastirdiklar: tespit edilmistir. Kefirden elde
edilmis referans sus olan 10" cfu/ml derisimindeki Lb. kefiri (NRLL B-1839) de
verimli bir detoksifikasyon yetenegi gdstermis ve patulini en yliksek %86.48 ve
yine 10" cfu/ml derisimindeki 7.8 nolu Lb. plantarum susu ise %73.89 oraninda
detoksifiye etmistir. Elde edilen bu bulgular, daha énce 10° cfu/ml derisimindeki
2 farkli Lb. plantarum susu ve 1 pg/ml derisiminde patulin i¢eren sulu ortam ile
calismis olan Fuchs ve ark. (2008)’nin 4 saatlik inkiibasyon sonunda elde etmis
oldugu sonuglara gore bu calismada kullanilan 10" cfu/ml derisimindeki LAB
suslarinin daha etkili oldugu bulunmustur. Bu durumun, hiicre derisimi ve sus

farkliligindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

1, 5, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda Lb. kefiri (NRLL B-
1839) susunun canli hiicreleri tarafindan patulinin azalis1 sirasiyla %19.30,
%46.12, %70.84 ve %86.48; Lb. paracasei subs. paracasei (NRLL B-4560)
susunun cansiz hiicreleri tarafindan patulinin azalis1 ise sirasiyla %38.07, %37.60,
%68.15 ve %92.57 oranlarinda gerceklesmistir. 1, 5, 24 ve 48 saatlik
inkiibasyonlar sonunda Lb. kefiri (NRLL B-1839) susunun canli; Lb. paracasei
subs. paracasei (NRLL B-4560) susunun cansiz hiicreleri tarafindan patulin
degisimini ve mikroorganizma igermeyen (kontrol) tampondaki patulin degisimini

gosteren kromatogramlar Ek’te verilmistir.

Patulinin biyolojik detoksifikasyonunun arastirilmasin1 amaglayan bu
calismada ilk defa Leu. mesenteroides subs. mesenteroides (B-512), Lb. hilgardii
(B-1843), Lb. lactis (3468), Lb. kefiri (B-1839), Lb. paracasei subs. paracasei (B-
4560) suslar1 ve tursulardan elde edilen Leu. mesenteroides ve Lb. plantarum
suslar1 arastirmaya tabi tutulmustur. Yapilan analiz sonucunda, 10° cfu/ml

derisimindeki Leuconostoc mesenteroides subs. mesenteroides (NRLL B-512)’in
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patulini diger suslardan ¢ok daha diisiik oranlarda detoksifiye ettigi, buna karsin
tursulardan izole edilen 10" cfu/ml derisimindeki 22.2 nolu Leu. mesenteroides
susunun ise %97’leri bulan oldukc¢a yiiksek detoksifikasyon yetenegi gosterdigi
gozlenmistir. Bu durumun, sus ve hiicre derisimi farkliligina baghi oldugu
diisiincesi bu calisma ile bir kez daha dogrulanmis bulunmaktadir.
Mikotoksinlerin sulu ortamlardan farkli suslar tarafindan farkli derecelerde
uzaklastirllmasinin, muhtemelen bilesiklerin kimyasal yapilarinin ve etkilerden
sorumlu  molekiiler =~ mekanizmalarin  farkliligindan  kaynaklanabilecegi
bildirilmistir (Fuchs ve ark. 2008). Topgu ve ark. (2010), Enterococcus
faecium un 6zgiil suslarmin aflatoksin B; ve patulini sulu soliisyonlardan farkli
verimlerle uzaklastirma mekanizmasinin bakterilerin hiicre duvarlarinin farkl
olmasina baglamaktadir. Benzer sekilde, Peltonen ve ark. (2001), suslarin
aflatoksin B;’i farkli seviyelerde baglamalarinin muhtemelen farkli bakteriyel

hiicre duvar1 yapilarindan kaynaklandigini bildirmislerdir.

Canli ve cansiz hiicrelerin patulini detoksifiye etme ozellikleri arasinda
biiylik farklarin oldugu goriisii (Fuchs ve ark. 2008), yapilan bu ¢aligma ile birkag
cansiz LAB susu disinda uyusmamaktadir. Topgu ve ark. (2010), patulin
detoksifikasyonunda E. faecium M74 ve E. faecium EF031 suslarimin canli ve
cansiz hiicreleri arasinda dikkate deger farkliliklarin olmadigini bildirmistir.
Benzer sekilde, El-Nezami ve ark. (2004), cansiz bakterilerin aflatoksin ve
zearalenon toksinlerini canli bakterilere esit veya onlardan daha yiiksek oranlarda
bagladiklarin1 bildirmistir. Yukaridaki ¢alismalarla benzer sonuglar, bizim
calismamizda da kullanilan cansiz hiicreler ile elde edilmistir. Cansiz
Lactobacillus paracasei subs. paracasei (NRLL B-4560) ve 22.2 nolu Leu.
mesenteroides suslari ile, bu suglarin canli hiicreleri ile elde edilen sonuglara gore
hemen hemen esit veya daha yiliksek oranda basarilar elde edilmistir. Hatab ve
ark. (2012) tarafindan cansiz 10 tane LAB susu ile yapilan calismada, bizim
calismamiza gore oldukea diisiik (100 pg/L, 10 kat diisiik) patulin derisimi ve 10"
cfu/ml derisimlerdeki LAB suslarinin detoksifikasyon ozellikleri aragtirilmus,
30 °C’de gerceklestirilen calismada Lactobacillus rhamnosus 6224 susunun %80
oraninda etkili oldugu bulunmustur. Arastirma sonucunda, tiim suslarin patulin

seviyelerini %40-%80 oranlarinda diisiirebildigi bulunmustur. Cansiz hiicrelerle
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yapilan c¢alismada, bu kadar yiiksek basarilarin elde edilmis olmasinin
baslangictaki patulin derisimlerinin diger caligmalara gore 10 kat daha diisiik
tutulmus olmasina bagli oldugu diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada cansiz hiicreler ile
elde edilen sonuglar, Leu. mesenteroides subs. mesenteroides (B-512), Lb.
hilgardii (B-1843) ve 10.1 nolu Lb. coryniformis suslar1 disindaki cansiz LAB
suglarinin de benzer sekilde %24-%92 oranlarinda basarili oldugu tespit

edilmistir.

Moss ve Long (2002), elma suyunun S. cerevisiae ile alkolik
fermentasyon siiresince, Cjs-etiketli patulinin kararliligini yitirdigini gostermistir.
Fermentasyonlarin HPLC analizi, muhtemelen E- ve Z-ascladiol oldugu
diistiniilen 1ki Onemli metabolitin varligim1 gostermistir  (Speijers 2004).
E-ascladiolun kendisinin de bir mikotoksin oldugu ve patulin ile
karsilagtirildiginda daha az bir toksisiteye sahip olmakla birlikte bu mikotoksinin
de siilfidril igeren bilesiklerle reaksiyona girdigi belirtilmistir (Moake ve ark.
2005). Canli LAB ile yapilan detoksifikasyon ¢alismamizda, patulinin metabolik
yollarla parcalanmig olmasi ihtimali, baglanma mekanizmasindan daha ¢ok
muhtemeldir. Gergeklesen patulin pargalanmasi sonucunda yeni olugan {irtinlerin
niteligi ve toksisitesi konusunda kesin bulgular mevcut degildir (Lawley ve ark.
2008). Ayrica patulinin parcalanma reaksiyonu geri doniisiimlii oldugundan
ortamda patulinin tekrar olusmast mimkiindiir. Yapilan detoksifikasyon
deneylerinin bazilarinda bu agik¢a goriildiigli gibi bu ¢alismada da bu durumun

gerceklestigi dogrulanmistir.

Sonuc ve Oneriler:

Meyve sularinda patulin varligmin aranmasini ve patulinin bakteriyel yolla

detoksifikasyonunu amaglayan bu ¢alismada sonug olarak;

1. 32 tane meyve suyunda patulin varligt HPLC yontemi ile incelenmis
ve 8 tanesinde (%25) patulin saptanmistir.
2. Tespit edilen patulin seviyeleri, 24.16-281.49 ng/l arasinda degisiklik

gostermistir.
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3. Bu seviyeler, Tiirk Gida Kodeksi'ne gore bebek ve ¢ocuklara yonelik
iiretilen elma {iriinlerinde izin verilen maksimum patulin smir degeri olan 10
ng/l’den ve meyve sular1 ve konsantrelerinde izin verilen maksimum patulin sinir
degeri olan 50 pg/lI’den yiiksektir. Dolayisiyla test edilen 8 6rnegin tiikketiminin
sagliga uygun olmadigi diisiiniilmektedir.

4. Patulinin bakteriyel yolla detoksifikasyonu i¢in 13 tane laktik asit
bakteri susu kullanilmistir. Bunlarin 5 tanesi ARS Kkiiltiir koleksiyonundan temin
edilen ve ilk defa patulin detoksifikasyonunda arastirilan Leuconostoc
mesenteroides subs. mesenteroides (B-512), Lactobacillus kefiri (B-1839)
Lactobacillus hilgardii (B-1843), Leuconostoc lactis (B-3468) ve Lactobacillus
paracasei subs. paracasei (B-4560) referans bakteri suslari, 8 tanesi ise
tursulardan izole edilen Lb. plantarum (4.2.1, 7.8, 22.1, 23.4, 243), Leu.
mesenteroides (22.2), Lb. coryniformis (10.1) ve Alicyclobacillus acidocaldarius
(10.2) bakterileridir.

5. Bu c¢aligmadaki en yiiksek detoksifikasyon oranlari canli Leu. lactis
(B-3468) susu ile %98.73, L. plantarum (4.2.1, 22.1, 23.4 ve 24.3)’un 4 susu ile
sirastyla %98.14, %98.20, %93.89 ve %97.91 ve Leu. mesenteroides susu ile
%97.77, cansiz Leuconostoc mesenteroides subs. mesenteroides (B-512) susu ile
%90 ve Lactobacillus paracasei subs. paracasei (B-4560) susu ile de %92-%93
olarak saptanmistir ki bu degerler LAB suslarimin patulinin biyolojik
detoksifikasyon caligmalarinda basarili bir sekilde kullanilabilme potansiyeline
sahip oldugunu gostermistir.

6. Bu calismada en yiiksek detoksifikasyon oranlarinin yukarida belirtilen
bakterilerin canli ve cansiz olarak uygulanmasi ile saptanmasi, detoksifikasyon
mekanizmasinin canli hiicrelerde hem hiicre duvarina baglama yoluyla hem de
metabolik yollarla, cansiz hiicrelerde ise hiicre duvarma baglama yoluyla
olabilecegini igaret etmektedir.

7. Patulinin par¢alanma mekanizmasi ve pargalanma sonucu meydana
gelen iriinlerin nitelikleri hakkinda daha kesin bilgilerin ortaya konmasina
yonelik ¢caligmalar tasarlanmalidir.

8. Bu calismadan elde edilen bulgular 1s183iInda Gida, Tarim ve

Hayvancilik Bakanlig1 tarafindan patulinin siki kontrolii i¢in liretim Oncesi, liretim
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ve liretim sonrasinda bu mikotoksinin rutin olarak saptanmasina yonelik
yonetmeliklerin olusturulmasi,

9. Meyve suyu isletmelerinin patulin kontaminasyonu probleminin en aza
indirgenmesi i¢in hijyenik kosullarda iiretim yapmalari,

10. Meyve suyu iiretiminde cansiz LAB suglarinin gida katkisi olarak

kullanimi 6nerilebilir.
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