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ELMA, ELMA SiRKESI, ELMA SUYU VE KONSANTRELERINDE
PATULIN DUZEYLERININ INCELENMESI
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SURDURULEBILIR TARIM VE TABIi BiTKi KAYNAKLARI ANA BiLiM
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DANISMAN:DR. OGR. UYESI NESRIN iCLi

Penicillium expansum gibi bazi kiif mantar tiirleri tarafindan tiretilen ve toksisite, mutajenite
ve immiinotoksisite gibi olumsuz etkileri bulunan Patulin (PAT), toksik bir ikincil metabolittir.
PAT ireten kiif mantarlar1 elma {izerinde ¢lirimeye neden olarak PAT kontaminasyonuna
neden olarak elma suyu ve elma suyu konsantresi gibi elma iiriinlerinde de PAT kalintilarinin
bulunabilmesine sebebiyet vermektedir. Bu tez calismasinda amag elma, elma suyu, elma suyu
konsantresi ve elma sirkelerinde ciddi toksik etkilere sahip PAT kontaminasyonu diizeylerini
belirlemektir. Ayrica, bu tez caligmasinda elmalarda depolama siiresi boyunca PAT
kontaminasyonu degisimi de incelenmistir. Toplam 78 adet numune, sivi-sivi ekstraksiyon
teknigi kullanilarak etil asetat ile ekstrakte edilmis ve PAT seviyeleri diyot dizi dedektoriine
(DAD) sahip bir Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) cihaz1 ile belirlenmistir.
Calismamizda en yiiksek PAT kontaminasyonuna depolamanin 3. ayinda alinan bir ¢iiriik elma
numunesinde (36,496 ug/kg) rastlanmis olup tiim numunelerin ortalama PAT konsantrasyonu
1.240,246 ng/kg olarak bulunmustur. Elma sular1 numunelerinin hig¢birinin PAT diizeyi yasal
limiti (50 pg/L) agmamistir. Ancak elma suyu konsantresi numunelerinden ikisinin PAT
diizeyi bu limitin iizerinde ¢ikmigtir. 4 ev yapimi elma sirkesi numunesinin ise 50 pg/L'nin
tistiinde PAT igerdigi belirlenmistir. Soguk hava depolarinda depolanan elmalarda ortamda
siirekli olarak bulunan PAT iireten kiiflerin kontaminasyonunun Oniine gegilemedigi,
depolama siiresi arttikca ortamdaki kontaminasyonun artmasi nedeniyle elmalardaki PAT
diizeylerinin de arttig1 da tespit edilmistir. Calismamizin sonuglart PAT kontaminasyonunun
elma ve iirlinleri i¢in {ilkemizde hala sorun teskil ettigini ve evsel ve ticari iiretim kosullarina
dikkat edilmez ise PAT kontaminasyonunun yasal limitleri asarak sagligi tehdit edecek
diizeylere ulagabilecegini gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Patulin, EIma, HPLC, Toksisite, Gida giivenligi
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ABSTRACT

MSC THESIS

INVESTIGATION OF PAT LEVELS IN APPLE, APPLE VINEGAR, APPLE
JUICE AND CONCENTRATES

OSMAN GOKCE OZER

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF SUSTAINABLE AGRICULTURE AND NATURAL
PLANT RESOURCES
SUPERVISOR:ASSIST PROF. DR. NESRIN ICLI

Patulin (PAT) is a toxic secondary metabolite produced by some mold species such as
Penicillium expansum and has adverse effects such as toxicity, mutagenicity and
immunotoxicity. Mold fungi that produce PAT (PAT) cause rot and contamination in apples.
This cause PAT residues to be found in apple products such as apple juice and apple juice
concentrate. The aim of this thesis study is to determine the PAT contamination levels, which
have serious toxic effects, in apple, apple juice, apple juice concentrate and apple cider
vinegar. In addition, the variation of PAT contamination in apples during storage was also
investigated in this thesis. A total of 78 samples were extracted with ethly acetate using the
liquid-liquid extraction technique and PAT levels were determined with a High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) instrument with diode array detector (DAD). In our study,
the highest PAT contamination was found in a rotten apple sample (36.496 pg/kg) taken at the
3rd month of storage, and the average PAT concentration of all samples was found to be
1,240,246 pg/kg. The PAT level of none of the apple juice samples exceeded the legal limit
(50 pg/L). However, the PAT level of two of the apple juice concentrate samples was above
this limit. It was determined that 4 homemade apple cider vinegar samples contained PAT over
50 pg/L. It has also been determined that the contamination of PAT-producing molds that are
constantly present in the environment of apples stored in cold storage cannot be prevented,
and the PAT levels in apples increase due to the increase in the contamination in the
environment as the storage period increases. The results of our study showed that PAT
contamination still poses a problem for apples and its products in our country, and if domestic
and commercial production conditions are not taken into account, PAT contamination can
exceed legal limits and reach levels that threaten health.

KEYWORDS: Patulin, Apple, HPLC, Toxicity, Food safety
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1. GIRIS

1.1 Mikotoksinler

Insanlar antik ¢aglardan beri peynir, ekmek, salam, bira ve sarap yapiminda kiif ve
mayalardan faydalanmaktadir. Gida tiretimi ile birlikte goriilen gizemli hastaliklar ilk
mevzuat ¢aligmalarina ve gida kalitesinin denetlenmesine yol agmistir. Literatiire gore
bilinen en eski mevzuatlarin Babilliler ve Hititler tarafindan ilan edildigi agiklanmuistir.
Her iki tarihi mevzuat da modern gida yasalarimizdan sagligin korunmasi ve
giivenligine dayanarak tiiketiciler, makamlar ve bilim topluluklar kiiflerle ilgili saglik
riskleriyle giderek daha fazla ilgilenmeye baslamislardir. Gidalarin mikroskobik
mantarlar tarafindan istila edilmesi ve toksinlerin gida zincirinde birikmesi ile
insanoglu gida ve biyolojik sivilardaki mikotoksin analizlerine odaklanmistir. Kiif ve
diger mikroorganizmalarin biiylimeleri i¢in gerekli olan metabolitler, birincil
metabolit olarak adlandirilmistir. Ugucu organik maddeler ve mikotoksinler ise ikincil
metabolitler olarak sentezlenmektedir. Kiifiin logaritmik gelisim evresinin sonunda
iiretilmeye baslanan ikincil metabolitlerin, kiifiin gelisimi {izerinde 6nemli bir etkisi
bulunmamaktadir. Mikotoksinler, tarlada veya hasat sonrasinda ekinleri kolonize eden
belirli filamentli mantarlar tarafindan iiretilen, diisiik uguculuga sahip, diisiik
molekiiler agirlikli toksik kimyasal bilesiklerdir. Elverigsiz hasat, kurutma, tasima,
paketleme, depolama ve dagitim tesisleri, mikotoksinlerin yogunlagmasina sebep olan
etmenlerden bazilaridir (Mahato vd. 2021). Farkli kimyasal ve fizikokimyasal
ozellikler gosteren mikotoksinler biiyiik bir yapisal ¢esitlilik gostermektedir. 500’den
fazla farkli mikotoksin bulunmakta olup genel olarak mikotoksinler kimyasal ve
termal olarak kararli bilesiklerdir. Bu maddeler genellikle iiretim ve gida isleme
asamalarinda yiiksek sicakliklarda cok kararli olabilmektedir (Igbal, 2021).
Mikotoksinler depolamada ve tahil {iretim proseslerinin ¢ogunda hayatta
kalabilmektedirler (Képpen vd. 2010). insan gidalarinda ve hayvan yemlerinde
mikotoksinler gibi toksik bilesiklerin bulunmasi diinya ¢apinda 6nemli bir konu olup
insanlar ve hayvanlar i¢in risk olarak kabul edilmektedir. Mikotoksinlerin gidalardaki

varliklar1 gidalarin kalitesini ve giivenligini etkilemekte ve bdylece 6nemli ekonomik



kayiplara neden olmaktadir. Mikotoksinin kelime anlami, “mantar/kiif ve zehir”
anlamina gelen Yunanca “mykes” ve “toxicum” terimlerinden gelmektedir. Bu
toksinlerin olusumu, nem igerigi, sicaklik, gida maddesinin bilesenleri ve havadaki su
buharmin varhigi gibi belirli kosullar altinda ger¢eklesmektedir. Mikotoksinler,
kontamine gidalarin dogrudan tiiketilmesi veya bitkilerden elde edilen yiyeceklerin
kullanilmas: veya dolayli olarak yumurta, et ve siit gibi hayvansal kaynaktan elde
edilen yiyeceklerin tiiketilmesi yoluyla insan viicuduna girmektedirler. Mikotoksinler
cok az miktarda bulunsalar bile insan viicudu iizerinde zararl etkiler gosterebilmekte
ve insanlar veya hayvanlar iizerinde genom ekspresyonu degisikliklerine, bobrek
hastaliklarina, lireme sistemi bozukluklarina, bagirsak yolunda rahatsizliklara ve
viicutta kansere neden olan hiicresel degisikliklerin gelisebilmesine sebep

olabilmektedir (Degirmen, 2020).

1.2 Patulin (PAT)

PAT (4-hidroksi-4H-furo [3,2]-piran-2 [6H]-on) (PAT), Byssochlamys, Penicillium ve
Aspergillus gibi belirli kif mantart tiirleri tarafindan ftretilen en Onemli
mikotoksinlerden biridir. Ancak {iretimi bu tiirlerle sinirli kalmamaktadir. Bu da
kontaminasyondan sorumlu mantarin tanimlanmasinda bazi zorluklar yaratmaktadir.
Diisiik sicakliklardaki ortamlarda PAT esas olarak Penicillium tiirleri tarafindan
uretilirken, daha sicak ve nemli bolgelerde (tropikal ve subtropikal) genellikle
Aspergillus tiirleri tarafindan tiretilmektedir (Cunha vd. 2014). PAT iireten bu kiifler
arasinda, elma ve diger meyvelerin de ortak kirleticisi olan Penicillium expansum en
onemlisidir. P. expansum depolarda bulunan elmalarda goriillen mavi kif ¢iirtigii
etkeni olarak tanimlanir. P. expansum genellikle saglikli meyvelerin yiizeylerinde
gelismektedir. Ancak normalde meyve bahgelerinde ve yaygin olarak hasat sonrasi
kosullar altinda diger mikroorganizmalar tarafindan zaten enfekte olmus meyve veya
meyvelerle iliskilidir (Marin vd. 2011). Penicillium expansum’un biiyiime ve
gelismesi i¢in optimum sicaklik degeri 25 °C olarak tespit edilirken, donma noktasina
yakin sicaklik degerlerinde de aktif olarak faaliyet gdsterebildigi, bu ylizden elmalarin
kisa veya uzun siireli depolanmasi sirasinda bozulmalarina sebep oldugu bildirilmistir
(Clercq vd. 2016). PAT’ 1n siklikla meyve ve meyve liriinlerinde olusmasinin nedeni

bu gidalarin biinyelerinde meyve sekeri olarak bilinen friiktozun daha fazla bulunmasi



ile aciklanabilir. PAT olusumunda en etkili sekerin friiktoz ve sonrasinda glikoz

oldugu bildirilmistir (Oskay, 2012).

1940’1 yillarda PAT, Mycobacterium tuberculosis dahil olmak tizere farkli Gram
pozitif ve Gram negatif bakteri tiirlerine karsi giiclii antimikrobiyal aktivitesi
nedeniyle antibiyotik olarak tanimlanmigtir (loi vd. 2017). ilk olarak 1942’de
Penicillium claviforme’den izole edilen PAT, meyve, tahil ve diger gidalarda biiyliyen
cok sayida mantar tiirii tarafindan iiretilen kiiclik ama zengin islevsellige sahip bir
antibiyotik olarak goriilmistiir. Erken klinik deneyler, PAT’in dermatomikoz
tedavisinde yararli oldugunu ortaya koymustur. 1:20.000 ile 1:5.000 arasinda degisen
seyreltmelerde ise soguk alginlig1 tedavisinde etkili bir burun spreyi gorevi gormiistiir

(Boukouvalas ve Maltais, 1995).

Doymamis bir heterosiklik lakton olan PAT, esas olarak elma ve elma iiriinlerinde ve
bazen de armut, liziim, kayisi, ¢ilek, yaban mersini ve seftalide bulunur. PAT suda
yiiksek oranda ¢oziinebilmesi ve asidik ¢ozeltideki kararli formu nedeniyle, meyve
sular1 gibi elma tiirevi liriinlere kolaylikla ulagabilmektedir. PAT ile kontamine olmus
elma suyu, sadece PAT’in etkileri nedeniyle degil ayni zamanda PAT’in diger
mikotoksinler ile birlestiginde ortaya ¢ikan toksik etkileri nedeniyle de insan saghgi

icin tehlikelidir (Al-Hazmi, 2010).

1.2.1 PAT Toksisitesi

Yapisinda konjuge cifte baglarin bulunmasindan otiirii PAT, elektrofilik bir yap1
ozelligi gostermektedir. Bu 6zelliginden dolay1 niikleofilik gruplarla geri doniissiiz
olarak etkilesmektedir. Glutatyon dahil ¢esitli proteinlerin ve DNA nin yapisini kalici
olarak degistirerek toksisiteye neden olmaktadir (Garcia vd. 2009). En fazla
eritrositlerde biriktigi tespit edilen PAT, bobrek, dalak, karaciger ve akciger organlari
gibi yapisinda fazla kan bulunduran dokularda da birikme egilimi gostermektedir.
Sindirim sistemi kanalinda epitel dejenerasyona, kanamaya, mide mukozasinda
ilserasyona, nétrofil ve mononiikleer hiicre varligi gibi histopatolojik lezyonlara
neden oldugu deney hayvanlan iizerinde yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur

(Appell vd. 2009). Klinik ¢alismalar, PAT in immiinotoksisiteye, genotoksisiteye,



teratojenisiteye, karsinojenisiteye, mutasyonlara ve gesitli organlarda gastrointestinal
sistem bozukluklarina, 6dem ve kanamaya neden oldugunu gostermistir (Zhang vd.
2019). PAT’1n sitotoksik ve kromozoma zarar veren etkilerini esas olarak hiicresel
esansiyel tiyollere kovalent baglanarak adaklar olusturarak gercgeklestirdigi
diistiniilmektedir. PAT’1n en olasi hiicresel hedeflerinden biri, ¢cogu hiicrede milimolar
konsantrasyonlarda bulunan sistein igeren tripeptit glutatyondur (Fliege, 2000).
Insanlarin ve hayvanlarm PAT’a maruz kalmasi; karaciger, bobrekler, gastrointestinal
sistem ve bagisiklik sistemi i¢in oldukga toksiktir. Bu nedenle nefes darligi, 6dem,
kasilmalar, pulmoner tikaniklik ve gastrointestinal problemlere neden olmaktadir

(Ramalingam vd. 2019).

1.2.2  PAT ile Ilgili Mevzuatlar

Suda yiiksek ¢oziiniirliigi, 1s1ya karsi fazla olan direnci ve yiiksek toksisitesi nedeniyle
gidalarda bulunan PAT miktari, hiikiimetler ve diizenleyici kurumlar tarafindan
olusturulan gida giivenligi diizenlemeleri ile sinirlanmistir. Diinya Saghk Orgiitii
(WHO), Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ile birlikte giinliik maksimum PAT alimini
viicut agirhigina gore 0,4 ng/kg olarak belirlerken, Avrupa Birligi ise maksimum PAT
diizeylerini meyve suyu i¢in 50 ug/kg ve bebek elma suyu ve elma piiresi i¢in 10 png/kg
olarak belirlemistir (Bayra¢ ve Camizci, 2019). Tiirkiye, Isveg, Belgika, Rusya ve
Norveg’de, elma suyunda izin verilen en yiiksek PAT konsantrasyonunu 50 pg/L
olarak belirlemistir. Tiirk Gida Kodeksi'nin (TGK), 28157 sayili resmi gazetede
yayimladigr Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi’nde elma ve tilirevi
gidalardaki PAT limit degerleri belirlenmistir. Meyve sulari, konsantrelerden iiretilen
meyve suyu ve meyve nektarlarinda 50 pg/L, distile alkollii i¢ecekler, elma sarabi ve
elmadan iiretilen veya elma suyu iceren diger fermente ickilerde 50 pg/L, kat1 haldeki
elma tirtinlerinde (elma kompostu ve dogrudan tiikketime sunulan elma piiresi dahil) 25
ng/kg, bebek ve kiigiik cocuklar i¢in iiretilen kat1 haldeki elma tiriinlerinde 10 pg/kg,
tahil bazli olmayan ek gidalarda 10 pg/kg olarak belirlenmistir (URL-1, 2021).



1.2.3 PAT Giderim Yontemleri

Yasal diizenlemeleri olan iilkelerde bile meyve suyu isleyenlerin hammaddelerin
kalitesini kontrol etme g¢abalarina ragmen, izin verilen maksimum seviyeden biraz
daha yiiksek seviyelerde PAT igeren numuneleri tespit etmek miimkiindiir. Sonug
olarak, meyve iireticileri, gida isleyenler ve aragtirmacilar ¢abalarint ham maddelerden
son Uiriinlere kadar PAT kontaminasyonunu azaltacak stratejiler aramaya odaklamistir.
Bununla birlikte meyve sularindaki PAT seviyeleri, hasat Oncesi uzaklastirma
yontemleri her zaman yeterince diisiik seviyede olmasini saglamadigindan gida isleme
sirasinda bu toksini uzaklastirmak veya parcalamak icin farkli yaklagimlara ihtiyag
duymaktadir. Bu anlamda, enzimlerin ve berraklagtirma maddelerinin eklenmesi gibi
olagan isleme tekniklerinin, istikrarsiz uzaklastirma etkinligi ve diger bilesenlerin
istenmeyen kayiplarina yol agtigi rapor edilmistir. Filtrasyon veya ultrafiltrasyon
prosesleri cok sinirli PAT giderme etkinligi gostermistir. Ayrica pastorizasyon gibi 1s1l
islemler de sinirli PAT bozunma etkinligi gostermistir. Ayrica yogun 1s1l islemler
meyve sularmin organoleptik ozelliklerini olumsuz yonde etkilemektedir. Son
yillarda, 1s1l olmayan yeni gida isleme teknikleri, klasik 1s1l islemlere alternatif olarak
gelistirilmistir (Rodriguez-Bencomo vd. 2020). Mikotoksin giderme yontemleri genel
olarak biyolojik bozunma, fiziksel ve kimyasal uzaklastirma seklinde olmaktadir. 1970
yilindan bu yana, benzimidazol, fungusitler ve organik fosfor iceren bazi pestisitler,
PAT iireten mantarlarin biiyiimesini engellemek ve bdylece PAT kontaminasyonunu
onlemek i¢in kullanilmistir. Bununla birlikte, temiz etiketli iiriinlere artan talep, yeni
ve giivenli kimyasal yontemlere ihtiyaci beraberinde getirmektedir. Flavonoidler ve
glukosinolatlar gibi bitki kaynakli aktif maddeler, PAT iireten mantarlarin biiytimesini
engelleyerek PAT birikimini azaltabilir. Ayrica PAT 1n uzaklastirilmasi icin en etkili
yontem olan PAT’1 dogrudan reaksiyona sokarak dekontamine etmek i¢in bir dizi
kimyasal yontem kullanilmaktadir. Bununla birlikte, kimyasal maddelerin kotiiye
kullanilmas {iriin kalitesine ciddi zarar verebilmekte ve bilinmeyen toksik iiriinler
tiretebilecegi igin besin degerini azaltabilmektedir. PAT kontaminasyonunu ortadan
kaldirmak ve gida giivenligini artirmak i¢in fiziksel yontemler de arastirilmaktadir. Bu
yontemler arasinda, adsorpsiyon, sadeligi ve ekonomikliginin yani sira ¢evre dostu
etkisi nedeniyle en etkili PAT giderme islemlerinden biri olarak kabul edilmistir.

Manyetik nanopartikiiller, manyetik molekiil baskili adsorban, aktif karbon boncuklar,



grafen oksit, kaliplanmis ve islevsellestirilmis silika gibi c¢esitli adsorbanlarin
kontamine soliisyonlarda PAT seviyelerini dnemli dlgiide azalttigi rapor edilmistir.
Bazi1 adsorbanlarin PAT’in adsorpsiyonuna katkida bulunan hidrojen baglar
olusturarak -SH, -NH2 ve -OH gruplar1 gibi daha genis kapsamli fonksiyonel gruplarla
reaksiyona girebilecegi ve bu 6zelliklerden yararlanarak, bazi organik (kitosan ve L-
sistein gibi) ve inorganik (selenyum gibi) bilesenlerin PAT’1 adsorbe etme
potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir. Ek olarak, o6zellikle nano olgekte gesitli
malzemelerin kombinasyonu, ortaya ¢ikan nanokompozit adsorbanin PAT

dekontaminasyon kabiliyetini yogunlastirabilecegi vurgulanmistir (Paimard vd. 2021).

Fiziksel ve kimyasal yontemler mikotoksinlerin igerigini azaltabilse de, giivenlik
sorunlar1, sinirlt etkinlik ve yliksek maliyetlerin ortaya ¢ikmasi gibi bazi sorunlari
beraberinde getirebilmektedir. Etkili ve giivenli sekilde mikotoksinlerin biyolojik
olarak parcalanmasi; maya, bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalar tarafindan
saglanabilmektedir. Biyolojik yontemler, PAT iiretimini kontrol etmek igin PAT
ireten mantarlarin biiylimesini inhibe etmek veya verimli, giivenli ve ekonomik olan
aktif mikroorganizma ajanlarinin kullanilmasini ifade etmektedir (Zheng vd. 2021).
Saccharomyces cereviasae, PAT’1 daha az toksisiteye sahip olan Askladiol’iin
izomerlerine (Askladiol-E ve Askladiol-Z) indirgeyebilmektedir. Mevcut arastirmalar,
PAT’in bozulmasinin, S. cereviasae tarafindan {retilen indiikleyici enzimlerin
enzimatik reaksiyonlarmin bir sonucu oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, az
saylida makalede PAT’1 pargalayan enzimler incelenmistir. S. cereviasae tarafindan
PAT’1n bozundurulmasinin metabolik mekanizmasi tam olarak netlik kazanamamistir
(Yang vd. 2021). Son yillarda, antagonistik mayalar ve laktik asit bakterileri kullanan
biyolojik bir yaklasim, PAT’1 parcalamak icin yenilik¢i bir ara¢ olarak ortaya
c¢ikmistir. Ricelli ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptig1 ¢alismada, Gluconobacter
oxydans’larin 800 pg/mL PAT igeren elma suyunda PAT’1 %96 bozunma oranina
kadar parcalayabildigini tespit etmisler. Fuchs ve arkadaslar1 2008 yilinda yapmis
oldugu calismada, 30 farkli LAB susunun PAT azaltma kapasitesini karsilastirarak,
PAT’'m %80’inin Bifidobacterium animalis kullanarak bozunmus oldugunu
gostermistir. Castoria ve arkadaglar1 2011 yilinda, bir biyolojik kontrol mayasi
Rhodosporidium  kratochvilovae susu LS11’in, PAT’1 desoksiPATik aside

indirgeyebildigini gostermistir. Byssochlamys nivea’nin FF1-2 susunun, PAT’1



parcalamak i¢in miikemmel bir kapasiteye sahip oldugunu da ortaya konulmustur
(Zhao vd. 2018).

1.3 Calismanin Amaci

Hasat sonrasinda gidalarin depolanmasi ve islenmesi siireglerini  gidanin
giivenilirligini dogrudan etkilemektedir. Ulkemizde elma ve iiriinlerinde PAT
kontaminasyonu literatiir taramasi1 bolimiinden de anlasilacag: lizere hala 6nemli bir
sorundur. Bu durum PAT’ 1n ciddi toksik etkileri bulunmasi nedeniyle halk sagligi
acgisindan onemli bir risk olusturmaktadir. Bu nedenle lilkemizde elma ve liriinlerinde
izleme ¢aligsmalar1 yaparak mevcut durumu ortaya koymak ve mevzuattan sorumlu
kurumlara ve tiliketicilere bilgi saglamak olduk¢a Onemlidir. Boylece bu tez
caligmasinin amact; elma, elma suyu, elma suyu konsantresi ve ev yapimi elma
sirkesinde toksik PAT diizeylerini belirlemek ve elmalarin depolama siiresi boyunca
PAT kontaminasyonu degisimini incelemek, evsel ve fabrikasyon tiretim kosullarinin
nasil oldugu konusunda ilgilileri bilinglendirmektir. Numunelerin toplandigi bolgede
bu amaclar dogrultusunda yapilmis bir ¢aligmaya literatiir taramasinda rastlanmis
olmamasindan dolay1 yapilan tez ¢alismasinin sonuglar1 dogrultusunda bilime katki

saglanmas1 hedeflenmistir.



2.  LITERATUR OZETi

2.1 Tiirkiye’de Elma ve Elma Uriinlerinde PAT Diizeylerini Inceleyen

Cahsmalar

Karadeniz ve Eksi'nin (1995) c¢alismalarinda, Tiirkiye'den alinan 463 elma suyu
konsantresi numunesi 1993-94 ve 1994-95 yillarinda analiz edilmistir. Numunelerin
%23,1'inin PAT igeriginin 25 pg/L'den yiiksek, %4,5'inin ise 50 pg/L'den yiiksek

oldugu gosterilmistir.

Gokmen ve Acar’in 1998 yilinda yaptiklari calismada; 215 adet elma suyu
konsantresinde PAT igerigi analizi yapilmistir. Ticari elma sulari, farkli elma suyu
konsantrelerinin harmanlanmasiyla iiretilmistir. PAT, 7 ila 376 pg/L arasinda degisen
konsantrasyonlarda tespit edilmistir. Analiz edilen tiim 6rneklerin %43,5'inin 50
ng/L’lik PAT kontaminasyon seviyesini astigi gozlemlenmistir (Gokmen ve Acar,
1998).

Gokmen ve Acar’in 1999 yilinda, elma suyu konsantresinde 5-hidroksimetilfurfural
(HMF) ve PAT’in es zamanlh tayinini ger¢eklestirdikleri ¢calismada, PAT saptama
stnirin Spg/L oldugu ve PAT geri kazaniminin %94 ile %125 seviyeleri arasinda
oldugu, ortalama %103’liikk geri kazanim seviyesi bulundugu go6zlemlenmistir

(Gokmen ve Acar, 1999).

1996-99 yillar arasinda iiretilen elma suyu konsantrelerinin PAT igerikleri Gokmen
ve Acar (2000) tarafindan incelenmistir. 1996 yilinda iiretilen elma suyu
konsantrelerinin %48'inde ki PAT icerigi 50 pg/L'den yiiksek bulunmustur. Bu
calismada 1997 yilinda PAT kontaminasyon seviyelerinin 1996 yilina gore hafif bir
diisiis gostererek orneklerin %34 inde limiti astig1 belirlenmistir. Yine bu ¢alismada,
1998 ve 1999 yillarinda 6rneklerin PAT seviyelerinin 6nemli dl¢lide daha iyi oldugu
ve bu yillarda iiretilen Orneklerin sadece %8'inin 50 pg/L'yi astigr goriilmiistiir.
Gokmen ve Acar’in (2000) ¢aligmalarinda en yiiksek PAT konsantrasyonlar1 1996,
1997, 1998 ve 1999'da sirasiyla 376; 153; 103 ve 119 ug/L olarak tespit edilmistir
(Gokmen ve Acar, 2000).



Gokmen vd. 2001 yilinda yapmis olduklari bir diger ¢alismada, elma suyu islemede
karsilastirmali temizleme tekniklerini ve bunlarin PAT igerigi, fenolik bilesikler ve
organik asitler dahil diger baz1 kalite parametreleri {izerindeki etkilerini
arastirmislardir. Geleneksel berraklastirma ile birlikte aktif komiir muamelesi, elma
suyunun PAT konsantrasyonunda %40,9’a varan yiiksek bir azalma ile sonuglanmigtir
(GOokmen ve Acar, 2001).

Yapilan baska bir ¢alismada, Tiirkiye’de pazarlanan elma suyunda PAT sikligi
incelenmistir. Calismada 45 adet elma suyu Ornegi incelenip, 6rneklerin %60’ 1nda
PAT tespit edilmistir. Calismada, elma suyu orneklerinin %44 iiniin Tiirkiye’de izin
verilen iist sinir olan 50 pg/L’den yiikksek PAT kontaminasyon seviyelerine sahip
oldugu goriilmiistir (Yurdun vd. 2001).

Diger bir caligmada ise, elma suyu konsantresinde PAT igerigi iizerine tiamin,
hidrokloriir, piridoksin, hidrokloriir ~ve kalsiyum-d-pantotenatin  etkilerini
incelemislerdir. Bu ¢aligsmada, analizlerde kullanilan berrak elma suyu konsantresinin
PAT diizeyi 304 ng/L olarak bulunmustur. Endise verici ve sasirtict olan durum, bu
yiiksek oranda kontamine meyve suyu konsantresinin, 1999 yilinda Tiirkiye'deki bir

tireticiden dogrudan elde edilen ticari bir iiriin olmasidir (Yazici ve Velioglu, 2002).

Isil islem ve buharlastirmanin PAT iizerine etkisinin arastirildigi bir ¢calismada tiim
orneklerde PAT konsantrasyonlar1 50 pg/L'den yliksek bulunmustur (Kadakal ve Nas,
2003). PAT seviyesini diisiirmede 1s1l islemin buharlastirma islemine gore daha etkili

oldugu tespit edilmistir.

Aktas vd. (2004) Isparta ilinde 5 farkli elma suyunda PAT tayini yapitiklari ¢alismada,
15 ila 200 pg/L arasinda degisen konsantrasyonlarda PAT tespit edilmistir. EIma
suyularinin %46’sinda PAT diizeylerinin 50 pg/L'den yiiksek oldugunu goéstermistir
(Aktas vd. 2004).

Kadakal vd. 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, Denizli’nin Cal kdyiindeki yerel bir
fabrikadan, elma suyu tiretimi i¢in kullanilan ham elma orneklerinde PAT tayini

gerceklestirmislerdir. Saglam, %30, %60 ve %100 ciirlimiis elmalardan iiretilen



meyve suyu Orneklerinde PAT konsantrasyonlar: sirasiyla 0,3-2,0; 139-23; 504-630
ve 889,6-940,2 nug/L arasinda degismistir (Kadakal vd. 2005).

Koca ve Eksi’nin 2005 yilinda yaptiklar: ¢alismada, elma suyu konsantresinde PAT
igeriginin 22 ve 30 °C’de 6 aylik depolama siiresi boyunca azalmasi incelenmistir.
Sonuglar, PAT igerigindeki azalmanin, depolama sicakligina ve siiresine bagli oldugu
gostermistir. 22 ve 30°C’de 1 aylik depolama sonras1 PAT azalmasi sirasiyla %45-64
ve %66-86 araliginda olmustur. PAT seviyelerinin, 22 ve 30°C’de 4 aylik
depolamadan sonra tespit edilebilir siirlarin altinda kaldig: belirtilmistir (Koca ve

Eksi, 2005).

Icli tarafindan (2019) yapilan bir calismada incelenen elma eksisi &rneklerinin
tamaminin PAT ile kontamine oldugu belirlenmistir. Bu calismada saptanan PAT
diizeyleri 20 ile 1416 pg/kg araliinda ve ortalama PAT miktar1 284 + 307 pg/kg
olarak bulunmustur. Orneklerin %94,9'unda PAT iceriginin 50 pg/kg’ye esit veya daha
biiyiik oldugu tespit edilmistir (icli, 2019).

Dural (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, piyasada satilan 86 adet meyveli bebek
mamasinda PAT analizi yapilmistir. 18 adet meyveli bebek mamasi ve 68 adet meyve
suyu Orneginin incelendigi ¢alismanin tiim Orneklerinde ortalama PAT
konsantrasyonu 38.24 ng/mL + 39.64 olarak belirlenmistir. Analiz sonuglarinin
1s51ginda elde edilen PAT konsantrasyonlar1 bebek mamasi i¢in yasal sinirlarin

tizerinde kalmaktadir (Dural, 2020).

2.2 Diinyada Elma ve Elma Uriinlerinde PAT Diizeylerini Inceleyen

Cahismalar

Leggott ve Shephard’in (2001) 1996 ile 1998 yillar1 arasinda Giiney Afrika’nin Cape
Town kentindeki cesitli perakende satis noktalarindan elde ettikleri elma, karigik
meyve suyu, alkollii elma sarabi, elma piiresi, elma sosu, jole, konserve elma ve karisik
meyve kompostosu olmak {izere toplam altmis O6rnegin PAT tayini yaptiklar
calismada, toplam 31 meyve suyu Orneginin 23 tanesinde saptanabilir PAT
kontaminasyonu gdzlemlenmemis olup, 8 meyve suyu Orneginin  PAT

kontaminasyonu 5 ng/L ile 45 pg/L degerleri arasinda olup ortalamalar1 10 pg/L olarak
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belirlenmistir. Toplam alt1 adet elma Orneginin ikisinde 10 pg/L PAT diizeyi
gozlemlenmistir. On adet bebekler i¢in hazirlanan mevye suyu 6rneginin altisinda 5
pg/L ile 20 pg/L PAT kontaminasyon degerleri gozlemlenmistir (Leggott ve
Shephard, 2001).

Ritieni’nin (2003) italya’da perakende magazalardan ve siipermarketlerden elde ettigi
saf elma suyu, diger meyve sulariyla karistirilmis elma suyu, elma piiresi, elma sirkesi,
elma bazli bebek mamasi ve elma kremasi olmak iizere toplam 40 6rnekte PAT tayini
yaptig1 calismada, dort {riin grubundan otuz {i¢ Ornekte saptanabilir PAT
kontaminasyonu bulunmazken, 11 6rnegin 1,4 ng/L ile 74,2 pg/L aralifinda degisen
PAT kontaminasyonuna sahip olduklar1 goriilmiis olup, ortalama 26,7 ug/L PAT
kontaminasyon degeri tespit edilmistir. Elma sirkesi Orneklerinde PAT
kontaminasyonu goézlemlenmezken, 10 adet elma bazli bebek mamasi 6rneginin
ikisinde 17,7 ng/L ve 13,1 pg/L PAT kontaminasyonu tespit edilmistir. Bu kontamine
2 adet elma bazli bebek mamasi 6rneginin “organik gida” olarak etiketlendigi de

bildirilmistir (Ritieni, 2003).

Yunanistan'da yapilan bir ¢alismada analiz edilen meyve suyu konsantrelerinin
tamaminda (Tirkiye menseli 23 elma suyu; n = 90) PAT tespit edilmis ve en
kontamine ornekler Tiirkiye'den ithal edilmis olanlar oldugu belirlenmistir (Moukas
vd. 2008).

Barreira vd. (2010) Portekiz’de yapmis oldugu bir caligmada ise, tercihen bebekler igin
veya kiiclik cocuklara yonelik olarak etiketlenmis 62 elma suyu Ornegi ve 76
homojenize elma piiresi incelenmistir. PAT, 33 6rnekte 1,2 ng/kg ile 42 pg/kg arasinda
degisen degerlerde tespit edilmistir. Analiz edilen bebek iceceklerinde PAT tespit
edilememistir. Ancak bebekler ve kiiciik ¢ocuklarin tiiketimine yonelik etiketlenmis
bes homojenlestirilmis elma piiresinde PAT varlig1 %7 olarak 6l¢iilmiistiir. Karigik
meyve sularinda, %13 pozitif 6rnek insidansina sahip saf elma sularina kiyasla daha

yluksek pozitif 6rnek insidansi (%67) tespit edilmistir (Barreira vd. 2010).

Yuan vd. (2010) yapmis olduklart ¢aligmada, Cin’in kuzeydogusunda ki Changchun

sehrinde yer alan yerel siipermarket ve magazalardan, elma suyu, bebek mamasi, elma
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suyu konsantresi ve karigik elma suyu dahil olmak iizere dort kategoriden toplam 95
numune temin edilerek PAT tayini gergeklestirilmistir. Calisma sonuglari, elma
orneklerinin %16’sinda PAT diizeyinin 50 pg/kg’den yiiksek oldugunu gostermistir.
95 adet Ornekten sadece tiim numunelerin %12,6’sima denk gelen 12 6rnekte PAT
kontaminasyon diizeyi saptanabilir sinirlarin altinda kalmistir. Tiim numunelerin

ortalama PAT igerigi 20,4 pg/kg olarak hesaplanmistir (Yuan vd. 2010).

Brandon vd. 2012 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada, kiigiik ¢ocuklarin giinlik PAT
maruziyeti ve PAT kaynakli zehirlenme riskleri incelenmistir. Caligmada 8 ila 48 aylik
Hollandal1 ¢ocuklar i¢in PAT alim1 ve PAT zehirlenmesi riskleri hesaplanmistir. Ek
olarak, PAT’1n elma iceren iirlinlerden elde edilebilirligi, PAT’1n daha rafine bir risk
degerlendirmesi i¢in arastirilmistir. PAT’a maruz kalma orani, %55 ile %100 arasinda
degiskenlik gostererek oldukca yiiksek ¢ikmistir. Organik elma iiriiniinii fazla tiikketen
13 ile 20 aylik cocuklarin giinlik PAT maruziyeti 342 pg/kg olarak oOlctilmiistiir
(Brandon, 2012).

Zaied vd. (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada, 2011 yilinda Tunus’ta bulunan biiyiik
slipermatler ve magazalardan toplanan elma suyu, bebek mamasi ve karisik meyve
suyu dahil olmak {izere toplam 85 elma {liriinii numunesini PAT tayini i¢in incelemistir.
Aragtirma sonuglar1t PAT kontaminasyon insidansinin %35 oldugunu gostermistir.
Numunelerde belirlenen toplam PAT kontaminasyon seviyeleri 0 ile 167 pg/L
arasinda degismekte olup, ortalama PAT kontaminasyonu ise 20 pg/L olarak tespit
edilmistir. Meyve suyu orneklerinin %18’1 ve bebek mamasi 6rneklerinin %28’inin
sirastyla, 50 pg/L ve 10 pug/L olan Avrupa Birligi’nin belirledigi tolere edilebilir

sinirlart astig1 gdzlemlenmistir.

Igbal vd. (2018) yapmis olduklar1 ¢aligmada; Pakistan’da pazarlanan ve tiiketilen
cesitli meyve, meyve sulari ve karsanbaglarda PAT’m dogal mevcudiyeti
arastirilmistir. Sonuglar, 237 ornekten 136’simin (%57,4), PAT kontaminasyonu
oldugunu, degerlerin 0,04 ila 1100 pg/kg arasinda degistigini gostermistir (Igbal vd.
2018).
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Dos Santos ve arkadaglarinin 2018 yilinda yapmis oldugu calismada, kontrollii
atmosfer sartlar1 altinda elmalarda ki PAT diizeyleri incelenmistir. Kontrollii atmosfer,
dinamik kontrollii atmosfer ve 1-metilsiklopropen uygulamasi altinda elmalarda PAT
ile kontaminasyon degerlendirilmistir. Biitlin ¢liriimiis elmalarin PAT ile kirlendigi,
saglikli elmalarin ¢iiriiyen elmalarin varligina ragmen PAT ile kontamine olmadig1 ve
1-metilsiklopropen uygulamasinin “Galaksi” cinsi elmalarda PAT konsantrasyonunu

arttirdigi tespit edilmistir (Dos Santos vd. 2018).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Yapilan calismada materyal olarak elma, elma suyu, elma sirkesi ve elma suyu
konsantresi kullanilmistir. Kati elma numuneleri, elma sulari, elma sirkeleri ve elma
suyu konsantreleri Antalya ilinin Korkuteli ilgesinden toplanmigtir. EIma materyali
olarak kullanilan numunelerin hepsi, bolgede ve Tiirkiye’de en ¢ok tiretimi yapilan

Golden Delicious ¢esidi elmalardan olugsmaktadir.

3.2  Materyal Temini

X,Y, Z, T, K olmak iizere toplam 5 soguk hava deposundan 3 kez tekrarlanarak 4’er
adet kat1 elma Ornegi toplanmistir. Her bir soguk hava deposundan her seferinde;
saglam elma 6rnegi, kontamine saglam elma 6rnegi, yar ¢iiriik elma 6rnegi ve c¢liriik
elma Ornegi olmak iizere toplam 60 numune toplanmistir. Kontamine saglam elma
ornekleri, ciirlik elmalarla temas halinde bulunan saglam elmalardan secilmistir.
Tirkiye’deki diisiik kapasiteli tesisler i¢cin hammaddenin saklama kosullar tipik
meyve suyu tiretimine goredir. Elma suyu fabrikalar1 Eyliil ayinin ortasindan itibaren
elma almaya baslamaktadir. Bu donemde alinan elmalarin bir kismi iglenmekte, gerisi
ise muhafaza edilmek iizere depolanmaktadir (Kadakal vd. 2005).  Bu nedenle
numune toplamasinin ilk asamasi 2020 yilinin Eyliil ayinda, 2’inci asamas1 Ekim
ayinda, 3’lincii asamasi ise Kasim ayinda gerceklestirilmistir. Toplam 5 adet elma suyu
Ornegi bodlgede meyve suyu dlretim tesislerinden temin edilmistir. Arastirma
kapsaminda kullanilan toplam 7 adet elma sirkesi ev yapimi olup, yoredeki ailelerden
temin edilmistir. Toplam 5 adet elma suyu konsantresi ise, bolgedeki tesislerden temin

edilmistir.
3.3  Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler
Asetik asit (buzlu), susuz sodyum siilfat ve sodyum karbonat (reaktif safliginda)

Merck'ten (Darmstadt, Almanya) temin edilmistir. PAT standart soliisyonu (100
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pg/mL) (asetonitril iginde hazirlanmig), Asetonitril ve etil asetat (HPLC safliginda)
Sigma Aldrich'ten (St-Louis, MO, ABD) elde edilmistir.

3.4  Kullanilan Araclar

Human Power 2 saf su sistemi (Seul, Kore Cumhuriyeti), Sartorius CPA225D hassas
terazi (Gottingen, Almanya), VELP SCIENTIFICA CLASSIC vortex mikseri
(Milano,italya), ogiitiicii, pastor pipeti, falkon tiipii, otomatik pipet, Kagit siizgec,
deney tiipt, huni, spatiil, 276 nm'de bir dizi diyot dedektorii (DAD) ile donatilmis
HPLC sistemi (Shimadzu LC-20A Prominence serisi, Kyoto, Japonya).

35 Metot

Kat1 elma oOrnekleri ayr1 ayri kiigiik dilimlere bdliinerek blenderda (6gitiicii)
ogiitiilmiistiir. Ogiitiilen numuneler kilitli buzdolab1 posetlerine aktartlmigtir. Ogiitme
sirasinda olas1 kontaminasyonlar1 engellemek icin 6giitiicii haznesi ve parcalayici
bicak her 6gilitme isleminden sonra dezenfekte edilmis ve etil asetat ile yikanmistir.
Ikinci asama olarak ogiitilen numunelerin pH ve Brix degerleri dl¢iilmiistiir.
Numunelerin pH ve Brix analizleri sirasinda TS 1728 ISO 1842 ve TS 4890 standart
yontemlerine gore yapilmistir Calismada kullanilan pH 6l¢iim cihazt Sekil 3.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.1 pH ol¢limlerinin yapildig1 milwaukee marka pH 6l¢iim cihazi

3.5.1  Numunelerden PAT Ekstraksiyonu

Saglam, kontamine saglam ve yar ¢liriik elma numunelerinden 5’er g, ¢iiriik elma

numunelerinden 1’er g ve sivi numunelerden 5’er ml alinarak 6rnekler 50 ml1’lik falkon
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tiiplerinde tartilmistir. Tartim isleminin yapildig1 Sartorius CPA225D Hassas Terazi
(Gottingen, Almanya) Sekil 3.2°de gosterilmistir.

.

o < caL " a

e
TARE

Sekil 3.2 Sartorius CPA225D Hassas Terazi (Gottingen, Almanya)

Falkon tiiplerine alinan numunelerin lizerine 5’er ml etil asetat eklenip 1’er dk VELP

SCIENTIFICA CLASSIC Vortex Mikseri (Milano,italya) ile vortekslenmistir.
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Vorteksleme islemi bittikten sonra drneklerin fazlari birbirinden ayrildiginda pastor
pipeti kullanilarak {ist faz bagka bir falkon tiipiine aktarilmistir. Fazlarin birbirinden

ayrilmasi Sekil 3.3’de gosterilmistir.

Sekil 3.3 Fazlarin birbirinden ayrilmasi

Altta kalan faza tekrar 5 ml etil asetat eklenip tekrar 1 dk boyunca vorteksleme islemi

yapilmistir. Vorteksleme islemi bittikten sonra tekrar fazlar ayrilinca tist faz tekrar
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pastor pipeti ile alinip, dnceki fazin aktarildigi falkon tiipiine aktarilmistir. Ust fazlarin
aktarildig1 falkon tiiplerine 1 ml %1,5’luk NaxCOs eklenerek tiipler tekrar 1’er dk
vortekslenmistir. Faz ayrimi gergeklestiginde iist fazlar tekrar yeni falkon tiiplerine
aktarilmistir. Dipte kalan kisma 2,5 ml etil asetat eklenip, 30 sn tekrar vortekslenip tist
faz bir dnceki iist fazin aktarildig: tiipe aktarilmustir. Ust fazlarin alindigs tiiplere 1,25
gr sodyum siilfat ilave edilip vorteks ile birkac sn vortekslenmistir. Vortekslenen bu
fazlar slizge¢ kagidindan cam tiiplere siiziilmiistiir. Numunenin siizge¢ kagidindan

cam tiiplere siiziilmesi Sekil 3.4 te gosterildigi gibi yapilmustir.

g

Sekil 3.4 Numunenin kagit siizgegten cam tiiplere siiziilmesi

Stizme islemi tamamlandiktan sonra siizge¢ kagitlar1 1 ml etil asetat ile yikanmistir.
Cam tiip icerikleri nazik azot akist altinda 40°C’de azot ucgurma cihazinda
kurutulmustur. Kuruyan tiiplere 1 ml pH’1 4 ultra saf su ilave edilip vortekslenerek
¢ozlindiiriilmiistiir. Daha sonra mikrofiltreden siiziiliip viale alimmuistir. Vialler
HPLC’de analiz edilme asamasina kadar -18 °C’de korunup daha sonrasinda analiz

islemleri gerceklestirilmistir.
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35.2 PAT Analizi

PAT tespiti i¢in yaygin olarak kromatografi, (ince tabaka kromatografisi, gaz
kromatografisi, sivi kromatografi-kiitle spektrometrisi, mikroemiilsiyon elektrokinetik
kromatografi)etkili bir teknik olarak kullanilmaktadir (Soldatkin vd. 2017). HPLC
UV/DAD yontemi, daha diigiik maliyet ve daha iyi tespit limiti, dogrusallik, kesinlik,
tekrarlanabilirlik, tekrar dretilebilirlik nedeniyle arastirma c¢alismalari ve rutin
analizler i¢in daha yaygin olarak kullanilmakta oldugundan bu ¢alismada PAT HPLC
UV/DAD yontemi ile belirlenmistir. Analizde kullanilmis olan solventler HPLC’de

kullanima uygun safliktadir. Kullanilmis olan HPLC cihazinin ¢aligma sartlar1 agagida

ifade edilmistir.

Ekipman

Degazor

Pompa

Kontrol Unitesi

Dedektor

Otomatik Ornek Enjeksiyon Unitesi

Kolon Firini

Kolon

Akis Hiz1

Mobil Faz A

Enjeksiyon hacmi

Kolon firmn sicaklig1
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: Shimadzu

: DGU-20 A 5R Prominence

: LC-20 AT Prominence

: CBM-20A Prominence

: SPD-M20A DAD

: SIL-20AC HT

: CTO-10AS VP

- Inertsil ODS-3 (5 um-150x4,6 mm)

- 1,5 ml/dk

1 (7:93) / (ACN: su)

150 uL

:250C



3.6  Metot Validasyonu

Dogrusallik, 0,05-2,0 pg/mL araliginda standart PAT c¢ozeltileri kullanilarak
olusturulan bir kalibrasyon egrisi araciligiyla degerlendirilmis olup kalibrasyon grafigi
Sekil 3.5.’te verilmistir. Yontemin tespit limiti (LOD) ve miktar tayin limiti (LOQ)
strastyla 3xsinyal/giirtiltii ve 10xsinyal/giirtiltii olarak belirlenmistir. Geri kazanimi1 ve
kesinligi belirlemek igin, iki farkli PAT konsantrasyonuna (0,15 ve 1,5 pg/mL) sahip
¢Ozelti uygun miktarlarda standart maddenin kér numune i¢inde hazirlanmasi ile elde
edilmis ve her konsantrasyonun alti bagimsiz tekrar1 analiz edilmistir. Giin i¢i ve

giinler aras1 kesinlik, yiizde relatif standart sapma (%RSD) olarak ifade edilmistir.

Conc.

2004

1.50H

1.2

075
050
025
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0.0
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Sekil 3.5 PAT kalibrasyon grafigi
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3.7  Istatistiki Analiz

Analizlerde Kastamonu Universitesi'nce saglanan SPSS 23 programi kullanilmistir.
Gruplarin normalligi Shapiro-Wilk testi, homojenligi Levene’s testi ile kontrol
edilmistir. Test sonuglarina gore gruplarin ¢ogunlugu homojen olsa da hepsi normal
dagilim gostermedikleri ve gruplarin numune sayilari 30’dan az oldugu i¢in analiz
edilen PAT tiirlerine ait sonuglarin arasinda bir iliski olup olmadigini aragtirmak igin
non-parametrik  Spearman korelasyon testi kullanilmistir. Gruplarin analiz
parametreleri sonuglarinin ortalamalarinin karsilastirilmasi igin ONE-WAY ANOVA

testlerinden Duncan testi kullanilmigtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Ornek bir numunede PAT alikonma siiresini de gdsteren HPLC kromatogrami
goriintiisii Sekil 4.1.°de verilmistir. Kalibrasyon grafiginin PAT i¢in 0,99997
korelasyon katsayis1 (R?) degerleriyle standartlarin ¢alisma aralig1 araliginda dogrusal
oldugu goriilmiistiir. Numunelerin ¢ogunun PAT seviyeleri, kalibrasyon araligini
asmamistir. Kalibrasyon araligmin {izerinde PAT seviyelerine sahip numuneler,
araliga uyacak sekilde uygun oranlarda seyreltilmis ve ardindan analiz edilmis olup
PAT miktarlar1 hesaplanirken bu seyreltmeler dikkate alinmistir. PAT a ait LOD ve
LOQ degerleri sirasiyla 0,004 pg/L ve 0,012 pg/mL olarak belirlenmistir. Diisiik
konsantrasyon igin (0,15 pg/mL) tekrarlanabilirligin % relatif standart sapmasi
(%RSDr), tekrariiretilebilirligin % relatif standart sapmasi (%RSDR) ve % geri
kazanim sonuglart sirastyla %5,6; %5,8 ve %103,3 olarak bulunmustur. Yiksek
konsantrasyon i¢in (1,5 pg/mL) tekrarlanabilirligin % relatif standart sapmasi
(%RSDr), tekrariiretilebilirligin % relatif standart sapmasi (%RSDR) ve % geri
kazanim sonuglar1 sirasiyla %1,0; %5,1 ve %98.9 olarak bulunmustur. Calismamizda
tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik i¢in %RSD’ler %20’nin olduk¢a altinda
bulunmus olup diisiik ve yiiksek konsantrasyon seviyeleri i¢in elde edilen geri kazanim

sonuglart da oldukga tatmin edici olarak goriilmektedir.

mAL
3 5| PAT PIDA Multi 1

T T T T T T T T T T
1 2 3 4 L 6 7 = <@ 10
::::::

Sekil 4.1 32 nolu yari ¢iiriik elma numunesinin PAT kromatogrami

Calismamizda incelenen numunelerin analiz sonuglar1 Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1 Numunelere uygulanan PAT, pH ve Briks analiz sonuglari

Briks (%
Numune kodu Pv':;:":fg//lf pH wiw veya
wiv)
1 | XSE1 0 3,95 12
2 | YSE1 0 3,45 11
3 | ZSE1 1 4,28 11
4 | TSE1 0 4,09 13
5 | KSE1 0 4,11 15
6 | XKSE1 44 4,31 12
7 | Y KSE1 2 4,05 11
8 | ZKSE1 8,6 3,58 14
9 | TKSE1 4 3,98 16
10 | KKSE1 4 4,15 13
11 | XYCEI 13,6 4,11 16
12 | Y YCEI 50 3,73 16
13 | ZYCEI 40 3,60 13
14 | TYCEI 1414 4,47 10
15 | KYCEI 75,4 4,38 21
16 | XCEl 306,2 3,91 10
17 | YCE1 351 3,27 12
18 | ZCEl 12.881 3,97 16
19 | TCEl 227 3,62 12
20 | KCEl 140 3,55 17
21 | X SE2 0 4,45 10
22 | Y SE2 0 4,25 11
23 | ZSE2 14 4,21 15
24 | TSE2 1 4,15 13
25 | KSE2 0 4,37 10
26 | X KSE2 12,6 4,16 16
27 | Y KSE2 7.4 4,14 11
28 | ZKSE2 7 4,25 13
29 | T KSE2 5 4,15 16
30 | KKSE2 34 3,33 15
31 | XYCE2 362,2 4,01 21
32 | Y YCE2 68 3,89 12
33 | ZYCE2 49,2 4,14 12
34 | TYCE2 113,2 4,60 14
35 | KYCE2 189,8 4,37 16
36 | XCE2 4.725 3,90 16
37 | YCE2 14.125 3,39 12
38 | ZCE2 114 3,40 13
39 | TCE2 10.695 3,40 14
40 | KCE2 276 4,22 13
41 | X SE3 2 4,58 15
42 | Y SE3 1 3,83 14
43 | Z SE3 1 4,05 13
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Tablo 4.1’in devami

Briks (%
Numune kodu l?:‘;’:fg//lf pH w/w veya
wiv)
44 | T SE3 3 4,25 17
45 | K SE3 1,2 4,10 13
46 | X KSE3 14,4 3,90 14
47 | Y KSE3 32,4 4,68 16
48 | Z KSE3 53,8 4,34 11
49 | T KSE3 4.2 4,01 19
50 | K KSE3 7 4,34 13
51 | X YCE3 153,4 3,74 12
52 | Y YCE3 53,8 5,54 11
53 | ZYCE3 70 4,50 14
54 | T YCE3 6.702,8 4,19 12
55 | K YCE3 49 3,78 14
56 | X CE3 499 4,25 13
57 | Y CE3 6.548 4,31 18
58 | ZCE3 157 4,34 13
59 | T CE3 36.496 3,25 16
60 | KCE3 275 4,53 18
61 | ELMASUYU 1 24,4 3,65 11
62 | ELMA SUYU 2 7.4 3,67 11
63 | ELMA SUYU 3 7 3,52 10
64 | ELMA SUYU 4 7,8 3,68 10
65 | ELMA SUYU 5 26,6 3,01 11
66 | EV YAPIMI ELMA SIRKESI 1 62,2 3,37 1
67 | EV YAPIMI ELMA SIRKESI 2 75,2 4,05 0
68 | EV YAPIMI ELMA SIRKESI 3 32,4 3,19 3
69 | EV YAPIMI ELMA SIRKESI 4 2 3,13 1
70 | EV YAPIMI ELMA SIRKESI 5 35,8 3,74 0
71 | EV YAPIMI ELMA SIRKESI 6 71,4 3,17 1
72 | EV YAPIMI ELMA SIRKESI 7 56,2 3,33 2
73 | ELMA SUYU KONSANTRESI 1 14,8 3,24 71
74 | ELMA SUYU KONSANTRESI 2 12 3,74 71
75 | ELMA SUYU KONSANTRESI 3 104,8 3,12 71
76 | ELMA SUYU KONSANTRESI 4 2,6 4,52 72
77 | ELMA SUYU KONSANTRESI 5 6,6 3,41 72
78 | ELMA SUYU KONSANTRESI 6 61,2 3,03 71

SE

: Saglam elma, KSE: Kontamine saglam elma, YC: Yari ¢iiriik elma, CE: Ciiriik elma, Elmalarin
yaninda yer alan 1: 1’inci ayda toplanan numuneleri, 2: 2’inci ayda toplanan numuneleri, 3: 3’lincii
ayda toplanan numuneleri, ev yapimi elma sirkelerinin ve elma suyu konsantrelerinin yaninda yer alan

numaralandirmalar 6rnek numaralarini ifade etmektedir.

Calismamizda depolamanin 3. ayinda alinan bir ¢iiriik elma numunesinde (36.496

ng/kg) en yiiksek PAT kontaminasyonuna rastlanmistir (Tablo 4.1). Tiim numunelerin

ortalama PAT konsantrasyonu 1.240,246 pg/kg olarak bulunmustur. Elma sulari

numunelerinin hicbirinin PAT diizeyi 50 pg/L’yi agsmamistir. Ancak elma suyu

konsantresi numunelerinden ikisinin PAT diizeyi 50 pg/L'nin iizerinde ¢ikmistir. Ev

yapimi1 elma sirkesi numunelerinin ise 4 tanesinin 50 pg/L'nin istiinde PAT igerdigi

belirlenmistir. Bu durum ev yapimi elma sirkelerinin hijyen kosullarinin iyi olmadigini
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belki de ¢iiriikleri iyi ayiklanmamis numunelerin {iretimde kullanildigini

gostermektedir.

Tablo 4.2 Tim numunelere ait tanimlayici istatistikler

N Minimum | Maksimum Ortalama Standart sapma
PAT 78 0,00 36.496,00 1.240,2462 4.838,89082
pH 78 3,01 5,54 3,9285 0,47132
Briks 78 0,00 72,00 16,9103 16,38750

N: Numune sayisi

Ayni sekilde elma suyu konsantreleri de belki de konsantrasyon nedeniyle suyun
uzaklagmasi ve buna bagli olarak PAT igeriginin zenginlesmesi nedeniyle saglik riski
tastyan bir numune grubu olarak karsimiza cikmaktadir. Ulkemizde PAT
kontaminasyonu bir sorun olarak goziikkmekte ancak, yapilan literatiir taramasinda
tilkemizde elma ve iiriinlerinde PAT diizeylerini arastiran ¢ok az sayida ¢alismanin
yapildig1 goriilmektedir. Karadeniz ve Eksi'nin (1995) calismalarinda, Tiirkiye'den
alinan 463 elma suyu konsantresi numunesi 1993-94 ve 1994-95 yillarinda analiz
edilmistir. Numunelerin %23,1'inin PAT igeriginin 25 pg/L'den yiiksek, %4,5'inin ise
50 pg/L'den yiiksek oldugu gosterilmistir. Konsantre elma sularinin incelendigi bir
calismada, tiim elma suyu konsantresi numunelerinde PAT 7 ila 376 pg/L araliginda
belirlenmistir. Analiz edilen tiim O6rneklerin %46'sinin PAT seviyeleri 50 ug/L'yi
asmistir (Gokmen ve Acar, 1998). 1996-99 yillar1 arasinda iiretilen elma suyu
konsantrelerinin PAT igerikleri Gokmen ve Acar (2000) tarafindan incelenmistir. 1996
yilinda {iretilen elma suyu konsantrelerinin %48'inde ki PAT icerigi 50 pg/L'den
yiiksek bulunmustur. Bu ¢alismada 1997 yilinda PAT kontaminasyon seviyelerinin
1996 yilina gore hafif bir diisiis gostererek oOrneklerin %34'liinde limiti astig
belirlenmistir. Yine bu c¢alismada, 1998 ve 1999 yillarinda oOrneklerin PAT
seviyelerinin 6nemli 6l¢lide daha iyi oldugu ve bu yillarda {iretilen 6rneklerin sadece
%8'inin 50 pg/L'yi asgtig1 gorlilmiistiir. Gokmen ve Acar’in (2000) ¢aligmalarinda en
yiiksek PAT konsantrasyonlar1 1996, 1997, 1998 ve 1999'da sirastyla 376; 153; 103
ve 119 ng/L olarak tespit edilmistir. Baska bir ¢alismada elma sularinin %60'inda PAT
19,1 ila 732,8 pg/L araliginda bulunmus ve orneklerin %44'tinde PAT seviyesi 50
ng/L'yi geemistir (Yurdun vd. 2001). Elma suyu konsantresinin PAT igerigi iizerine

tiamin hidroklortir, piridoksin hidrokloriir ve kalsiyum-d-pantotenatin etkileri bir
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calismada arastirilmistir (Yazict ve Velioglu, 2002). Bu calismada, analizlerde
kullanilan berrak elma suyu konsantresinin PAT diizeyi 304 pug/L olarak bulunmustur.
Endise verici ve sasirtict olan durum, bu yiiksek oranda kirlenmis meyve suyu
konsantresinin, 1999 yilinda Tiirkiye'deki bir iireticiden dogrudan elde edilen ticari bir
tiriin olmasidir. Tiirkiye'de yapilan bir baska arastirma, ii¢ farkl sirkete ait tiim elma
suyu konsantrelerinin %46'sinda PAT diizeylerinin 50 pg/L'den yiiksek oldugunu
gostermistir. (Aktas vd. 2004). Isil islem ve buharlastirmanin PAT iizerine etkisinin
arastirildigi bir ¢alismada tiim 6rneklerde PAT konsantrasyonlar1 50 pg/L'den yiiksek
bulunmustur (Kadakal ve Nas, 2003). PAT seviyesini diisiirmede 1si1l islemin
buharlastirma islemine gore daha etkili oldugu tespit edilmistir. Yunanistan'da yapilan
bir ¢aligmada analiz edilen meyve suyu konsantrelerinin tamaminda (Tiirkiye menseli
23 elma suyu; n = 90) PAT tespit edilmis ve en kontamine 6rnekler Tiirkiye'den ithal
edilmis olanlar oldugu belirlenmistir (Moukas vd. 2008). Karakose ve arkadaslar
(2015) meyve bazli 6 bebek mamasini analiz etmistir. Bu ¢alismada tiim 6rneklerde
belirlenen PAT diizeyi < 3 pg/kg olarak bulunmustur. Bu nedenle, analiz edilen
orneklerin tiimii PAT maruziyeti agisindan gilivenli goriilmiistiir. Elma gruplar1 ve
elma suyu grubuna ait analiz sonuglari istatistiki olarak One Way Anova Duncan testi
ile kiyaslanmig (Tablo 4.2.) ve depolamanmn 3. Ayinda toplanan ¢iirik numune
grubunun istatistiki olarak anlamli sekilde yiiksek PAT ortalamasina sahip oldugu onu
sirasiyla 2. Ayda toplanan ciiriik elmalar ile 1. ayda toplanan ciiriik elmalarin izledigi
belirlenmistir. Depolamanin 3. Ayinda saglam elmalarin bile muhtemelen depo ortami
havasindan ya da distan goriilmeyen elmalarin ¢ekirdeklerine yakin kisimda igten
clirimeye baslamis olma ihtimalinden kaynakli olabilecek kontaminasyon nedeniyle
¢ok az miktarda da olsa PAT igerdigi tespit edilmis ve PAT miktarinin istatistiki olarak
anlaml farklilik olmasa bile ¢iiriige bitisik, kontamine saglam elmalarda depolama
stiresiyle beraber arttigi da belirlenmistir. Numunelerin pH ve briks degerleri de

istatistiki olarak anlamli bulunmasa da depolama periyodunda artislar sergilemistir.
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Tablo 4.3 Elma ve elma suyu gruplarinin analiz sonuglarinin ortalama degerlerinin istatistiki
olarak karsilastirilmasi

GRUP NUMUNE PAT pg/kg veya pg/L pH Briks (% w/w veya w/v)
NO GRUBU
1 SE1 0,22 3,983bc 12,40 3¢
2 KSE1 4,6 4,013bc 13,20%¢
3 YCEI1 64,082 4,06 15,20b°
4 CEl 2.781,04%® 3,66% 13,40 %¢
5 SE2 0,482 4,29¢ 11,802
6 KSE2 7,08? 4,01 14,2030
7 YCE2 156,482 4,200° 15,000
8 CE2 5.987,00% 3,66% 13,602
9 SE3 1,642 4,16 14,40
10 KSE3 22,362 4,25¢ 14,60
11 YCE3 1.405,80? 4,35¢ 12,602
12 CE3 8.795,00° 4,14b¢ 15,60°
13 ELMA SUYU 14,642 3,518 10,60%

Ayni siitundaki farkli tissel harfler gruplarin ortalama degerlerinin istatistiki olarak anlamli farklilik
gosterdigini belirtmektedir
Elma ve elma suyu gruplarinin analiz sonuglarinin arasinda istatistiki olarak anlamli
bir iliski olup olmadig1 da gruplarin ¢ogu homojen ve normal dagilim gosterdigi i¢in
Pearson korelasyon testi ile incelenmis (Tablo 4.4.) ve PAT ile pH arasinda zit yonlii
ve istatistiki olarak anlamli bir iligki oldugu belirlenmistir. PAT 1n diisiik pH'larda
stabil oldugu bilinmektedir (Collin vd. 2008). Bu nedenle pH azaldik¢a PAT
miktarinin artmast diisiik pH'larda daha kararli olmasi ve kolay bozunmamasina

baglanabilir.
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Tablo 4.4 Elma ve elma suyu gruplarinin analiz sonuglarinin arasinda istatistiki anlaml bir
iliski olup olmadiginin incelenmesi

PAT pH Briks
PAT Korelasyon Katsayisi 1 -0,293" 0,150
P - 0,018 0,233
N 65 65 65
pH Korelasyon Katsayis1 | -0,293" 1 0,088
P 0,018 - 0,485
N 65 65 65
Briks Korelasyon Katsayisi | 0,150 0,088 1
P 0,233 0,485 -
N 65 65 65

N: Numune sayist, P: Anlamlilik, * P < 0,05 diizeyinde anlamli korelasyon

Calismamizda sirke numunelerinin ortalama PAT konsantrasyonu 47,89 ug/L olarak
tespit edilmis olup (Tablo 4.5) bu deger yasal limite ¢ok yakindir. Ev yapimi elma
sirkesi numunelerinin 4 tanesinin 50 pg/L nin iistiinde PAT igerdigi belirlenmis olup
ev kosullarinda sirke iiretiminin kosullarinin PAT kontaminasyonu agisindan uygun
olmadig1 anlasiimaktadir. Inci tarafindan 2019 yilinda yapilan elma tez galismasinda
PAT diizeyleri incelenen 33 adet sirke (cogu elma olmak iizere farkli meyvelerden
tiretilen ev yapimi sirkeler) 6rneginin 6 tanesinin (1 tanesi alig, 1 tanesi hurma digerleri
elma ham maddeli) 50 pg/L’ nin tistiinde PAT igerdigi tespit edilmistir. Bu ¢caligma da
bizim ¢aligmamiz gibi ev yapimu sirke tiretiminin toksik PAT igerigi bakimindan halk
sagligimi tehdit edebilecegini gostermektedir. Elma sirkesi numunelerinin analiz

sonuglarinin arasinda istatistiki olarak anlamli bir iliski bulunamamistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.5 Sirke numunelerine ait tanimlayici istatistikler

Ortalama Standart sapma N
PAT 47,89 26,03 7
pH 3,43 0,34 7
Briks 1,14 1,07 7

N: Numune sayist
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Tablo 4.6 Elma sirkesi numunelerinin analiz sonuglarinin arasinda anlamli bir iliski olup
olmadiginin istatistiki incelenmesi

PAT pH Briks
PAT Korelasyon Katsayisi 1 0,426 -0,227
P - 0,341 0,625
N 7 7 7
pH Korelasyon Katsayisi 0,426 1 -0,683
P 0,341 - 0,091
N 7 7 7
Briks Korelasyon Katsayisi -0,227 -0,683 1
P 0,625 0,091 -
N 7 7 7

N: Numune sayist, P: Anlamlilik

Elma suyu konsantresi numunelerinin ortalama PAT igerigi 33,67 pg/L olarak tespit
edilmis ve 2 konsantre numunesinin PAT konsantrasyonlar1 50 pg/L’nin iizerinde
bulunmustur. Bu da tlilkemizde elma suyu konsantrelerinde yukarida daha once sozii
edilen PAT kontaminasyonu sorununun giiniimiizde de devam ettigini gostermektedir.
Elma suyu konsantresi numunlerinin analiz sonug¢larinin arasinda anlamli bir iligki
olup olmadiginin istatistiki incelenmesi neticesinde tipki elmalar ve elma sularinda
oldugu gibi pH ile PAT arasinda istatistiki anlamli ve zit yonlii bir iligki tespit edilmis

olup yine bunun diisiik pH’larda PAT’1n kararli olmasina bagli oldugu diisiiniilmistiir.

Tablo 4.7 Elma suyu konsantresi numunelerine ait tanimlayici istatistikler

Ortalama Standart sapma N
PAT 33,67 40,84 6
pH 3,51 0,55 6
Briks 71,33 0,52 6

N: Numune sayis1

30




Tablo 4.8 Elma suyu konsantresi numunlerinin analiz sonuglarinin arasinda anlaml bir
iligski olup olmadiginin istatistiki incelenmesi

PAT pH Briks
PAT Korelasyon Katsayis1 1,000 -0,886" -0,551
P - 0,019 0,257
N 6 6 6
pH Korelasyon Katsayisi -0,886" 1,000 0,635
P 0,019 - 0,175
N 6 6 6
Briks Korelasyon Katsayisi -0,551 0,635 1
P 0,257 0,175 -
N 6 6 6
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5.  SONUC VE ONERILER

Caligmamizda en yiiksek PAT kontaminasyonuna depolamanin 3. ayinda alinan bir
clriik elma numunesinde (36.496 pg/kg) rastlanmistir. Tiim numunelerin ortalama
PAT konsantrasyonu 1.240,246 pg/kg olarak bulunmustur. Elma gruplar1 ve elma
suyu grubuna ait analiz sonuglari istatistiki olarak One Way Anova Duncan testi ile
kiyaslanmis (Tablo 4.2.) ve depolamanin 3. Ayinda toplanan ¢iiriik numune grubunun
istatistiki olarak anlamli sekilde yiiksek PAT ortalamasina sahip oldugu onu sirasiyla
2. Ayda toplanan ciiriik elmalar ile 1. ayda toplanan ciiriik elmalarin izledigi
belirlenmistir. Depolamanin 3. Ayinda saglam elmalarin bile muhtemelen depo ortami
havasindan ya da distan goriilmeyen elmalarin ¢ekirdeklerine yakin kisimda igten
clirlimeye baslamis olma ihtimalinden kaynakli olabilecek kontaminasyon nedeniyle
cok az miktarda da olsa PAT icerdigi tespit edilmis ve PAT miktarinin istatistiki olarak
anlamli farklilik olmasa bile ¢iirlige bitisik, kontamine saglam elmalarda depolama
stiresiyle beraber arttig1 da belirlenmistir. EIma sulart numunelerinin higbirinin PAT
diizeyi 50 pg/L’yi asmamistir. Ancak elma suyu konsantresi numunelerinden ikisinin
PAT diizeyi 50 pg/L'nin lizerinde ¢ikmistir. Ev yapimi elma sirkesi numunelerinin ise

4 tanesinin 50 pg/L'nin iistiinde PAT igerdigi belirlenmistir.

Sonug olarak ¢alismamizda soguk hava depolarinda depolanan elmalarin ¢iirtiyenleri
diizenli olarak secilip atilsa bile ortamda siirekli olarak bulunan PAT {ireten kiiflerin
kontaminasyonunun oniine gecilemedigi, depolama siiresi arttikca ortamdaki
kontaminasyonun artmasi nedeniyle elmalardaki PAT diizeylerinin de arttig1 ve hatta
saglam goriinen elmalara bile kontamine olabildigi tespit edilmistir. Ticari olarak
kullanilmak ftizere iiretilen elma iiriinlerinde hasat sonrasi depolanma ve islenmesi
stireclerinin elma ve tiirevi olan gidalarin giivenilirligini dogrudan etkiledigi de
bdylece goriilmektedir. Ayrica ev yapimi elma sirkelerinin 6nemli PAT kaynaklari
olabilecegi de ¢alismamiz ile ortaya ¢ikmis olup bu hususta iilkemizde daha 6nce
yapilmis bir tez calismasi disinda calismaya da yapilan literatiir taramasinda
rastlanilmamistir. Elma sularinda yasal limitin asilmamis olmasi iiretim prosesindeki
ayiklama ve basingli su ile yikamanin etkin sekilde yapilmasi ya da PAT diizeyini

diisiirticti teknik islemeler nedeniyle olabilir. Yine de konsantre elma sularinda PAT
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kontaminasyonunun hala bir sorun oldugu ¢alismamizin sonuglari ile gosterilmistir.
Bu konuda evsel ve fabrikasyon tiretim kosullarinin nasil olmasi gerektigi konusunda
ilgilileri bilinglendirme ¢alismalarinin ve yetkililerce de denetimlerin yapilmasi halk

sagligini koruma agisindan son derece 6nem arzetmektedir.
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