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OZET

Bu caligmada pH degeri 3,96 olan ve 5000 pg/1 patulin ilave edilmis Mcllvaine
tampon cozeltisinde (sitrik asit+disodyum hidrojen fosfat) 25 ppm kukurt dioksit,
100 ppm kukort dioksit ve % 0,5 oranindaki L-askorbik asitin patulin stabili-
tesine etkisi incelenmistir. Ayrica bu maddelerin tek baslarina tampon ¢ozel-
tideki stabiliteleri de arastirilmistir., Bu amagla hazirlanan tampon ¢ozelti
ornekleri karanlikta 15 gon sureyle tutulmuglar ve bu arada 0, 2., 5., 7. ve 15.

gounlerde patulin, kukort dioksit ve L-askorbik asit analizleri yapilmigtir.

Buanun yaninda piyasadan saglanmis saglam ve beresiz elmalar Peanicillium
expansum ile asilanarak patulin olusumu icin inkobe edildikten sonra patu-
linli elma ham suyu elde edilmistir. Ayni sekilde saglam elmalardan elde edilen
elma ham suyu ile patulinli elma ham suyu, patulin miktar: 6000 pg/l olacak
sekilde karistiriimistir. Bu sekilde laboratuvar kosullarinda hazirlanan elma
ham suyu érneklerinin bir kismina 100 ppm kukurt dioksit ve bir kismina da 500
mg/l L-askorbik asit katildiktan sonra elma suyu Uretim asamalarinda bu
maddelerin patulin stabilitesine etkisi de incelenmistir. Daha sonra elde olunan
berrak elma suyu ornekleri koyu renkli siselere 180 ml (yaklasik 200 g)
doldurulduktan sonra, kaynar su banyosunda pastorize edilerek oda sicak-
liginda 4 ay sureyle depolanmislardir. Depolama suresi boyunca 2. ve 4. ayda
orneklerde patulin, kukurt dioksit, hidroksimetilfurfural, L-askorbik asit ve
kuru madde analizleri yapilmistir,

Calisma sonucu elde edilen bulgular asagidaki sekilde szetlenebilir: -

1) Tampon gozeltide L-askorbik asitin patulin stabilitesine etkisi kuokurt dioksite
gore daha az olmustur. 15. gon sonunda L-askorbik asit ilave edilmis tampon
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cozeltide ortamda patulin saptanamazken, 25 ppm kukort dioksit iceren trnekte
1600 pg/l, 100 ppm koukort dioksit iceren drnekte ise 80 ug/l colarak bulun-

mustur.

2) Tom elma suyu drneklerinde en fazla patulin kaybi, % 23 duzeyinde enzima-

tik durultma ve berraklastirma asamasinda olmustur.

3) Elma suyu 6rneklerinde konsantrasyon ve pastorizasyon islemlerinin patulin

miktars Gzerine etkisi olmamistir.

4) Depolanan elma sular: drneklerinde en fazla kayip L-askorbik asit katilmis
elma suyu orneginde % 98,0 olarak saptanmistir. Kokort dioksit iceren elma
suyu drneginde ise bu kayip % 94,3 olarak bulunmustur.
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SUMMARY

In this study, the effects of sulfur dioxide concentration (25 ppm and 100 ppm)
and 0,5 % L-ascorbic acid on the stability of patulin have been investigated.
Experiments have been carried out in Mcllvaine buffer solutions (pH: 3,96)
containing 5000 pg/{ patulin initially. Furthermore, the stability of each related
compound was studied under the same experimental conditions. For this purpose,
buffer solutions were stored in the dark at room temperature for 15 days and
were analysed for their patulin, L-ascorbic acid and sulfur dioxide contents at 0,

2.5, 7 and 15-days intervals.

In addition, apples were inoculated with pure cultures of Peaicillivm exspsnsum
and incubated for the production of patulin. Then apple juice was prepared
under laboratory conditions by using inoculated or noninoculated apples. Both
types of apple juices were mixed in order to obtain a final patulin concentration
of 6000 ug/l. The juice thus obtained was divided into two batches and 100 ppm
sulfur dioxide or 500 mg/1 L-ascorbic acid was added to each batch. Furthermore
the effects of sulfur dioxide and L-ascorbic acid on the stability of patulin du-
ring apple juice production were also studied. Prepared samples (approx. 200 g)
were bottled and pasteurized in boiling water and then stored in dark at room
temperature for 4 months. Then the samples were analysed for their patulin, L-
ascorbic acid, sulfur dioxide, hydroxymethylfurfural and brix contents at the

end of second and fourth months of their storage periods.
The results of this study can be summarized as follows:

1) The effect of L-ascorbic acid on patulin stability in buffer solutions was less,
when compared to the effect of sulfur dioxide. At the end of 15 days, although no



patulin was detected in samples which contained L-ascorbic acid, 1600 pug/1 and

80 ug/1 of patulin were determined in the ones containing 25 ppm and 100 ppm: -

sulfur dioxide, respectively.

2) The highest patulin decrease (approx. 23 %) was observed in all of the apple
juice samples during depectinization and clarification steps.

3) The concentration and pasteurization stages had no influence on the patulin

contents of apple juices.

4) The highest decrease of patulin at the end of storage period was determined to
be 98 % in apple juice samples in the presence of L-ascorbic acid, whereas the
reduction in patulin content was found to be 94,3 % in the samples which

contained sulfur dioxide.
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1. GIRIS

Gida maddeleri dogal floralarinda bulunan veya sonradan bulagan kdf maatar-
lar1 tarafindan oretimlerinden tuketimlerine kadar gegen sire igerisinde
kosullarin da vygun olmasi durumunda gesitli bozulmalara ugrayabilmekte-
dirler. Bundan dolay1 vnemli dozeylerde gida maddeleri kaybs oldugu gibi bu
arada kufler tarafindan gida maddelerinde toksik etkili metabolitler de sentez-
lenebilmektedir. Kuflerin gelisirken gida maddeleri ve yemler tzerinde olug-
turduklars insan ve hayvanlar igin toksik etkili bu sekonder metabolitlere
mikotoksin, bunlarin tuketilmesi sonucunda meydana gelen hastaliklara ise
mikotoksikosis ad1 verilmektedir. Claviseps purpurva’ nin 19. yazyilda neden
oldugu ergotizm olayi bilinen ilk mikotoksikosis olmasina ragmen, bu konudaki
ciddi caliymalar 1960 yilindan sonra yapilmaya baslanmistir. Nitekim 1960
yilinda Ingiltere'deki kufle bulasik yer fistigs kuspesi ile beslemeye bagh
olarak hindi yavrularinin toplu halde olmesi sonucu bu konu daha detaylt
incelenmistir. Aspergillus flavus tarafindan olusturulan ve hindi yavrularinin
tlumune neden olan bu toksine aflatoksin adt verilmigtir. Buadan sonra
mikotoksinler konusunda yogun sekilde calismalar yapilmaya baslanmis ve
bunlarin insan, hayvan, bitki ve mikroorganizmalar Ozerinde dnemli dlgode
zararl etkileri oldugu belirlenmistic. Saglik agisindan olumsuz etkileri ¢ogun-
lukla kronik olan ancak bununla birlikte bazen akut zehirlenmelere de yol
acabilen mikotoksinlerin deney hayvanlart uzerinde yapilan uzun sureli dene-
meler sonucunda mutajen, teratojen, kansorejen ve halluzinojen etkili olduklary

saptanmisgtir,

Mikotoksinler insan ve hayvan saglig1 agisindan dnemli olduklart gibi ekono-

mik kayiplara da neden olmalar: dolayisiyla ayrica snem tasimaktadirlar.

T. &,
Yiksekogretim EKurula
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Ornegin ABD'nin guneydogu eyaletlerinde 1977 yilinda misirlarda aflatoksin
kontaminasyonu sonucunda ¢iftciler ve hayvan wureticileri 111 milyon

Amerikan Dolar1 zarara ugramislardir (Smith and Moss, 1985).

Bugune kadar yaklagik 80-98 mikotiksin ve bunlardan da 10-30 (anesinin
degisik varyasyonlarinin yapilar: saptanabilmigtir. Bazi kof torleri birden fazla
farkls mikotoksin sentezleyebildigi gibi degisik kuf torleri de, hatta degisik kuf
cinsleri de ayni mikotoksini sentezleyebilmektedir. Nitekim Aspergillus,
Penicillium ve Byssochlamys cinsi bazi kof mantariar: patulin adi verilen bir
mikotoksin olusturmaktadir. Isiya ve dusok pH degerlerine kargt direngli olan
bu mikotoksin antibiyotik, mutajen, kansorejen ve teratojen etki gosterdiginden

insan saglig1 agisindan buyok onem tasimaktadir (Lindroth, 1980).

Patulin olugturabilen kufler meyve ve sebzelerde kolaylikla tureyebilmekte ve
curomeye neden olabilmektedirler. Meyvelerin meyve suyuna islenmesi
sirasinda koflerin zarar gérmesine ragmen olusturduklar: bu kansorejen etkili
toksik madde suda gozondugunden kolaylikla meyve suyuna gecebilmekte ve
pastorizasyon sicakliginda, asit ortamda ve daha sonra depolama sirasinda
stabilitesini oldukca iyi koruyabilmektedir. Bundan dolay: meyve sulari, meyve
suyu konsantreleri, meyve pulpu gibi urunlerde patulin diger gwlalara gore
daha fazla onem tasimakta, ozellikle meyve suyuna islenecek elmalarin
iglenmeden ‘nce uzun sure fabrikada yiginlar halinde bekletilmelerinden
dolay: ticari elma sularinda siklikia patuline rastlanilmaktadir (Lindroth and
Niskanen, 1978; Aping, 1982; Meyer, 1982).

Laboratuvar duzeyinde yapilan sinirls sayidaki ¢aligmalara giore meyve sula-
rinda gorulebilen bu mikotoksin 6zellikle ortama L-askorbik asit, kokurt dioksit

ilavesi sonucunda, katilan miktarlara baglt olarak inaktive olmaktadir. Ancak



inaktivasyon sonucu olusan uUrunlerin ozellikleri ve insan saglifi agisindan
toksik olup olmadiklart konusunda henuz yeterli duzeyde calismalar yapilma-

mistir (Ough and Corison, 1980; Acar ve Arsan, 1988).

Bu ¢alismada model sistem ve elma sularinda Oretim ve depolama sirasinda
patulin stabilitesi ve L-askorbik asit veya kokurt dicksit ilavesinin bu

stabiliteye etkileri incelenmistir.



2. LITERATUR 0ZET1

Patulin, bazy Penicillivm, Aspergillus ve Byssochlamyys turleri tarafindan
olusturulan bir metabolittir (Lovett and Peeler, 1973; Rice, et al., 1977; Northolt,
etal., 1978; Anonymous, 1986). Peaicillium claviforme, Ppatulum (Sin. Purticae,
Pgriseofulvum), Pexpansum (Pleucopus) Pdivergens. Pmelind, Peguinum,
P novae-zeelandize, P.cyclopium, Planosum, P.rogueforti dspergillus clavatus,
A giganlteus, A.terreus, Byssochlamys fulva, B.aiveataralindan olusturabildigi
cesitli arastiricilar tarafindan bildirilmektedir (Wilson and Nuovoe, 1973; Frank,
et al., 1977, Scott, 1978; Draughon and Ayres, 1979; Frank, 1980; Samson, et al.,
1981; Krivobok et al., 1987; El-Banna, et al., 1987; Torres, et al.,, 1987).

Yukarida ad: gecen kuflerin olusturduklar: metabolitler uzun zamandan beri
bilinmekle beraber kimyasal yapilars aydinlatidlamadigi icin farkli koflerin
metabolitlerine clavicin, clavatin, claviformin, expansin, gigantic asit,
lé\icopin, mycoin ¢, penicidin ve tercinin gibi degisik isimler verilmistir
(Lindroth, 1980), Fleming'in bir antibiyotik olan penisilini bulmasindan sonra
kuf metabolitleri konusundaki aragtirmalar yogunlagmig ve ilk defa 1940 yilinda
izole edilen patulin de, o zaman antibiyotik olarak kullanilmistir (Lindroth,
1980). Yapilan arastirmalar sonucunda patulinin Gram (+) ve Gram (-) bakte-
rilere kars1 antibiyotik ozellik gosterdigi saptanmig ve % 0,01'lik sulu gozeltisi
gonullu hastalarda nezle tedavisinde kullaniimistir. Ancak uzun sureli tedavi
sonucunda ddem, gozde irritasyon ve kan basincini dustrdcu gibi olumsuz yan
etkileri saptanmis ve bu metabolitin nezle tedavisinde kullanilamayacagi
anlasiimistir (Aping, 1982: Acar ve Arsan'dan, 1983). Daha sonra patulinin
kimyasal yapisinin incelenmesi konusunda yapilan caligmalarda patulinin

lakton yapisinda oldugu anlagiimistir, Bunun Uzerine patulinin toksik zellikleri



yononde incelemeler yapilmis ve 1961 yilinda deney hayvanlarina deri altindan

verildiginde kansorejen etkili oldugu saptanmistir (Lindroth, 1980).

Patulinin kansorejen etkisi birgok arastirmaci tarafindan incelenmis ve vapilan
hayvan denemelerinde patulinin kansorejen etkisinin yani sira mutaj.en ve
teratojen etkili bir metabolit oldugu saptanmistir. Patulinin karaciger, dalak,
bobrek, gastro-intestinal sistem ve dolasim sistemi hastaliklarina yaol actif
gorulmustur. Cesitli arastiricilara gore LDsg (mg/kg vocut agirhgi) degerleri
deri altindan, damardan, karin boslugundan ve agizdan verilise gore farelerde
5.7-48 mg/kg V.A, ratlarda 15-50 mg/kg V.A, hamsterde 10-31,5 mg/kg V.A,
kopeklerde 10,4 mg/kg V.A ve civcivlerde 70 mg/kg V.A olarak degismektedir
(Lindroth, 1980).

Yapilan arastirmalar patulinin ayni zamanda bitkiler icin de fitotoksik szellikte
oldugunu gostermistir. Nitekim Polacco ve Sands'in 1977'de yaptiklar: calismaya
gore patulin elma polenleri germinasyonunu ve kulture alinmig soya fasulyesi

hucre sispansiyonunun geligsimini inhibe etmistir (Lindroth, 1980).

Patulinin kimyasal yapist 1949 ve 1950 yilinda Woodward ve Singh tarafindan
aydinlatilmis olup 4-hidroksi-4H-furo (3,2 c)-piran-2 (6H)- on'dur (Scott and
Somers, 1968; Lindroth and Niskanen, 1978; Mortimer, et al., 1985). Struktur
formolu asagida verilen patulinin kaynama noktass 110-112 *C olup, renksiz bir

bilesiktir (Lindroth, 1980; Ough and Corison, 1980).

0o
‘,

Y aNa

0 OH
Patulin



Patulin doymamis bir lakton olup kapali formulu C;He0s ve molekul agirlifs
154,12'dir (Koch, et al., 1979). Kloroform, etanol, metanal, etil asetat, aseton ve su
gibi ¢ozuculerde iyi ¢ozinmekle birlikte metanol ve suda yavas bir inakti-
vasyonu soz konusudur (Pohland and Allen, 1970). Laktonlar, hidroksikarbonik
asitin esterleri olup dogada genellikle doymamis halde bulunurlar. Ancak
patulin Y-lakton olup, stabil 5- halkas: olusturdugundan dayanikl: bir yapiya

sahiptir (Aping, 1982: Acar ve Arsan'dan, 1988).

Patulinin biyosentezi baz1 arastiricilara gore asagidaki sekilde olmaktadir (Qugh

and Corison, 1980).
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Patulin de diger birgok mikotoksin ve sekonder metabolitler gibi ayni sekilde
poliketitlerden olusturulur. Buna gore patulin 14C ile isaretienmis glukozdan bir
poliketitden acetat-6-metil-salisilik asitten olugmaktadir. Patulinin biyosente-
zinde baglangicta bir asetil CoA ile u¢ tane malonil CoA birbirteriyle birleserek
molekulden reduksiyon ve dekarboksilasyonla 6-metil-salisilik asit sentez-
lenmektedir. Daha sonra dekarboksilasyon ve bunu takiben m-hidroksibenz-

aldehit uzerinden son uron olarak patulin olusmaktadir (Lindroth, 1950).

Kufler tarafindan patulinin sentezinde kufun susu, ortamin sicakligi, su akti-

vitesi degeri (Sp), pH degeri, sure ve ortamdaki besin maddeleri ile ortamin



ozmotik basinci nemli rol oynamaktadir. Northolt et al. (1978) yaptaklar: calsg-
mada besiyeri ortaminda patulin olusumunda sicaklik sinirfaring Ra.rpmwm‘
icin 0-24 °C, Ppatulum igin 4-31 °C ve A.cl/avatusicin 12-24 *C olarak sapta-
diklarini belirtmislerdir. Ayni sekilde eimada (Golden Delicious) cirtime ve pa-
tulin olusumu i¢in enaz 4 *C'in yeterli oldugunu bildirmislerdir. Lindroth et al.
(1978), Pexpansum ile asilanan recellerde 4 *C ve 22 *C'da patulin clusumunu
incelemigler ve 4 'C'da 22 *C'dan daha az patulin olusmasina ragmen, sonug
olarak her iki sicaklik derecesinde de patulin olusabildigini saptamusiardir.
Bullerman'da (1985), 2patulum 'un Yeast Extract Sukroz ortaminda 5 “Cda 28
gunde ve pH 6,5'de 1,8 pg/ml patulin olusturdugunu tespit etmistir. Sommer et al.
(1974), yaptiklar: calismada Pexpaasuzi un Patates Dekstroz sivi ortaminda
0 *C'da yavag da olsa patulin olugturabildigini acikiamslardir.

Patulin olusumu icin minimum su aktivitesi degerleri Pexpansum icin 0,99,
Ppatulum icin 0,95 ve A.clavatusigin 0,99 olarak belirtilmektedir (Northolt, et
al., 1978). Ancak su aktivitesi degerlerinin degismesine bagl olarak patulin
stabilitesini koruyamiyarak zaman icerisinde inaktive olmaktadir. Nitekim yapi-
lan bir arastirmada farkls su aktivitesindeki unlarda patulinin inaktivasyon
sonucu yarilanma soresi 25 *°C'da Sy 0,70'de 4,4 gun, S, 0,90°'da ise 1,9 gon olarak
saptanmustir (Harwig, et al.,, 1977). Ayrica Pexpansum ile astlanarak 22 *C'da
depolanan % 20 ve % 44 sakaroz ilave edilerek farkli seviyelerde su aktivitesi
iceren cilek recellerinde patulin miktar ile ilgili bir calisma yapilmis ve sonug-
ta ilk iki aylik depolama sonucunda su aktivitesi degeri 0,98 olan ve sakaroz ilave
edilmemis ornekte maksimum patulin miktars 477,8 mg/kg olarak saptanmisken,
su aktivitesi 0,96 (% 20 sakaroz) olan ornekte 41,2 mg/kg, su aktivitesi 0,94 (% 44
sakaroz) olan 6rnekte ise 6,9 mg/kg olarak bulunmusiur (Lindroth, et al., 1978).

Ayni aragtirmacs siyah frenk 0z0mo, yaban mersini ve cilek recelinde yaptags



caligmada ise sakaroz katilmami§ recgellerde patulin olusumunun % 20 ve % 44
sakaroz ilave edilerek su aktivitesi degerleri azaltilmis 6rneklere gore daha fazla
oldugunu saptamistir. 22 “C'da 6 ay sureyle depolanan trneklerde, 54 degieri 0,98
olan siyah frenk uzomu receli ile karsilastirildiginda patulin clugumunun Sy
0.94'de 1/100, S 0,90'da ise 1/340 oraninda daha az oldufu bulunmustur. Diger
taraftan ayni deneme yaban mersini receli ile yapildifiinda 5, degeri 0,98 olan
ornekte patulin olusumunun Sy 0,95'de 1/80, S4 0,92'de 1/250 oraninda daha az
oldugu saptanmistir. S, degeri 0,98 olan cilek recelinde ise patulin olusnmunun

SA0,96'da 1/10, 545 0,94'de 1/70 oraninda azaldigs gorolmustior (Lindroth, 1950).

Orth 1974 yilinda yaptig1 bir ¢aligmada atmosferdeki % 40 ve vzerindeki CO,
konsantrasyonunun kuf gelisimini ve buna bagli clarak da toksin olusumunu
azalttigini ve % 90 CO; bulunan ortamda patulin clusumunun saptanamadigini
belirtmistir. Ayrica % 2'lik 02 konsantrasyonunun da fungal gelismeyi etkile-
memekle birlikte toksin olusumunu azalttigins ve 0 konsantrasyonunun % 0,2
olmasi durumunda ise gelijme ve toksin yapimi saptanamadifini belirtmistir
(Northolt and Bullerman, 1982). Lindroth et al. (1978), yaptiklar: arastirmada
normal atmosferde (% 0,3 C02) ve 22 *C'da muhafaza edilen Pexpansum ile
astlanmys siyah frenk uzomo regellerinde toksin miktarinin 6 aylik depolama
sonunda 738,4 mg/kg bulunmasina karsin % 10 CO; iceren ortamda bu miktarin
ancak 2 ay igerisinde maksimum 882 mg/kg olarak saptadiklarina bildir-
mislerdir. Lindroth (1980), daha sonra yaptig1 baska bir ¢alismada, atmosferinde
%10 CO3 bulunan ortamda ve 22°C'da depolanan recellerde, normal kosullarda
depolanan regellere gore patulin miktarlarinda siyah frenk ozomi recelinde %
88, yaban mersini ve ¢ilek recelinde ise % 71 oraninda azalmalar saptandifini

aciklamistir.



Patulin clusumu icin pH sinsrlars 3-6,5 arasinda degismekle hirlikte Damoglou
and Campbell (1986), yaptiklar:s calismada Pexpaasum ile asilanarak 25 “Cda
inkube edilen elma suyu drneklerinde en fazla patulin olusumunun pH 3,2 ile 3.8
arasinda oldugunu bildirmislerdir. Diger taraftan Ozgelik (1982), Pexpansunivn
% 10 glukoz iceren Czapek-Dox stvt artaminda 25 “C'da 14 giinde en fazla patulini
pH 3,5'de olusturdugunu saptamistir. Arastirica ayns Kosullarda patulin olusu-
munu pH degerleri 2,5, 55, 70 ve 9,0 olan besiyerlerinde de incelemistir.
Bullerman (1985), yaptig1 calismada Yeast Exstract Sukroz siva besiyerine ekilen
Ppatulual un yine 25 *C'da 14 gonde farkls pH'larda patulin olusturma ozellifini
incelemis ve sonugta bu kofon en fazla patulini pH 6,5'da 708,0 ug/ml miktarinda
olusturdugu halde, patulin miktars pH 3.5'da 6936 pg/mj dozeyinde oldugunu

bildirmistir.

Yapilan aragtirmalar ortamdaki karbohidrat niteligine gisre de patulin olusu-
munun farkli oldugunu gostermigtir. Ozellikle ortamdaki dekstroz, fruktoz gibi
sekerler patulin olusumunu artirmaktadir. Yapulan bir arastirmada Purtiad
nin patates-dekstroz ortaminda, patates-sakaroz ortamina gire daha fazla patulin
meydana getirdigi gozlenmigtir (Norstadt and McCalla, 1969). Torres et al. (1987),
Pgriseofulvun un patulin olusturmasini ayri ayr1 glukoz ve sakaroz igeren
ortamda incelemisler ve sonug olarak glukozlu ortamda 23 "C'da 25 gonde yak-
fagik 1300 ppm (1300 mg/1) patulin ofugurken, ayni kosullarda sakarozlu ortamda
300 ppm (300 mg/1) patulin olugtugunu bildirmislerdir. Damoglou ot al. (1985),
yaptiklar: arastirmada Pexpaasum un malik asit iceren Czapek-Dox sivi
ortaminda ancak 20. gunden sonra gelisme gosterebildigini ve patulin olustur-
madigins saptamigtir. Ozelik (1982), Pexpaasum un farkli karbohidrat igeren
ortamlarda patulin olugturmasi ife ilgili olarak yaptigt calismada 25 “Cda, pH



3.5'da ve 10 gunlok inkobasyon suresi ssnunda en fazla patulinin fruktoz iceren
ortamda (8875 pg/ml buyyon), sonra glukoz (5375 pg/ml buyyon) ve en sonra
da sakaroz (7,2 pg/ml buyyon) iceren ortamda saptadigini bildirmistir.

Ortamda bulunan baz: maddelerin patulinin stabilitesini etkiledigi de belirtil-
mektedir. Patulinin ortamdaki ozellikle sistein, glutation, aktin gibi solfidril
gruplari ile reaksiyona girerek inaktive oldugu saptanmistir. Hoffman ve
arkadaslar: yaptiklar: caligmada patulin-glutation bilesiminin patulinin LDso
degerine gore toksik olmadigini fare, tavuk embriyosu ve favsana deriden
verildiginde cok az toksik etki gosterdigini saptamsslardir (Lindroth, 1980).
Ciegler et al. (1976), yaplklari arastirmada patulin-sistein karisgminin farelerde
toksik etki yapmadigini ancak buna karsilik tavuk embriyosu testinde teratojen
etkili oldugunu bildirmisterdir. Ayni sekilde Hoffman ve ark. (1971), patulinin
sulfidril gruplariyla inaktivasoyunu konusunda yaptiklar: calismada, kuﬂenmi§
olmalarina ragmen olgunlasmis et Ortnlerinde patulin saptanamadifini ve
bunun et oronlerinde bulunan miyosin, aktin, aktinqmiyosin, sistein ve gluta-
tion gibi sulfidril gruplarindan ileri geldigini, ayrica bu reaksiyonun pH'ya
bagli oldugunu belirtmislerdir. Diger taraftan patulin ile solfidrif gruplar: ara-
sindaki reaksiyonun pH 7,4'de cok hizli, pH 6,0'da yavas ve pH 5,0'da cok yavas
oldugunu saptamislardir. Arastirmacilar reaksiyon cuzeltilerinin pH 7,4'de ve pH
6.0'da farkl: UV spektrumu vermelerinden dolay1, patulin ve stlfidril gruplari
arasindaki reaksiyonun asit ve alkali ortamlarda farkls mekanizmalara sahip
oldugu girusonde olduklaring da bildirmislerdir (Acar ve Arsan‘dan, 1988).
Lindroth (1980), yaptig1 calismada pH's1 6,0 olan sitrik asit ve sodyum fosfat
tampon ¢ozeltisinde 30 dakika icinde patulinin % 94'n0n sistein ile reaksiyona

girdigini belirtmistir.
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Hofmann ve ark. (1971), patulin ve sulfidril gruplari arasindaki reaksiyon
mekanizmasinin henoz tam anlamiyla aydinlatilamadigini, ancak soifidril grup-
larinin doymamis lakton grubuna -CO-CH=CH- katiliminin stzkonusu oldugunu
one sormektedirier. Patulinde basit bir C-C ¢ift bag: olmayip, bir konjuge dien
bulundugundan normal olarak 1,4 katilimi ile reaksivona girmektedir. Buna
bagls olarak RSH'n1n katilims ile asagidaki sekilde belirtildigi gibi II veya II a
Urﬁnu olusur. Ayrica sekil 2.1'de III ile gosterilen Oronon olusabilecegi de
belirtilmektedir (hemiasetal halkaya katilim). Arastirmacilar, olusan orinlerin
hayvan denemelerinde toksik etkilerinin saptanmadigini da bildirmektedirler
(Acar ve Arsan’'dan, 1988).

//O
(4)
Y/ /
7N sy 7 NfoRsH
keto- ena
‘ tautomen
No SRA‘
I
1] patlin . I : Ifa

Sekil 2.1 : Patulin ile sulfidril gruplars arasindaki tahmini reaksiyon

mekanizmas: (Hofmann, etal., 1971: Acar ve Asan'dan 1988).

Pohland and Allen (1970), yaptiklar: calismada patulinin kokort dioksit ( SO,) ile
hezly bir sekilde reaksiyona girdigini ve parcalandifins belirtmislerdir. Aras-
tiricilar baslangic absorbsiyon maksimumu 277 am olan patulinin 5.1003 M
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duzeyindeki sulu ¢ozeltisine makalede belirtilmeyen dozeyde SO, kauldiktan
sonra 15 dakika icinde bu degerin degistigini, 238 ve 309 nm'de iki yeni pik
saptadiklarini ve bu piklerin de bir sire sonra tamamen kayboldukiarins bildir-
mislerdir. Bu kayip, arastirmacilara gore kimyasal yapinin degisiminden ve
patulinin sulu ¢ozeltilerinde SO;'in etkisinin patuline katthminin HSO0s™ seklin-
de gergeklesmesinden kaynaklanmaktadir. Bu katilimin reaktif tiyol grubu icin
onerilen reaksiyona benzer olabilecegi de bildirilmek-tedir.

Burrqughs (1977), elma suyuna 15 ppm (15 mg/l) patulin ve 2000 ppm (2000
mg/l) SO katilmass durumunda karisimin % 90'n1n iki gun icinde reaksiyona
girdigini belirtmistir. Ayrica patulin ile SO, arasindaki rea.ksiyoxiun pH's1 35
olan tampon ¢ozeltide iki sekilde olabilecegini de aciklamistsr. Buna gore birinci
sekilde hemiasetal halkanin acildigins ve S0;'in aldehite katsldigins ve bu
reaksiyonun tersinir oldugunu bildirmistir. Bu sekilde katilim sonucu olusan
oronde, patulinin konjuge Iakton yapis: bozulmamaktadr. fkinci sekilde ise
$Oy'in cift baga katildigins ve reaksiyonun tersinmez cldugunu belirtmistir. Bu
katilimda ise, patulinin konjuge lakton halkasindaki ¢ifi baga katiimakta ve bu-
na bagli olarak da halka acilmaktadir.

Ough and Corison (1980), yaptiklar: arastirmada 25 mg/l patulin iceren 6zom
suyuna 100 ppm SO, ilavesi sonucunda 15 dakika sonra patulin miktarinin
11,641,37 mg/1 patulin seviyesine dostugunu saptamislardir. Adam 1980'de yap-
tig1 caligmada yuksek konsa.ntmsyonﬁrda (2000 ppm) SO,'in patulin ile hemen
reaksiyona girdigini bildirmistir (Scott, 1984). | |

Yapilan arsstirmalar sonucunda ortama askorbik asit ve askorbatlarin ilavesi ile
patulin miktarinda dnemli azalmalar oldugu goruimostor. Brackett and Marth
(1979 a), 300 ug/1 patulin iceren elma suyu ve 5000 ug/l patulin iceren tampon
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¢ozeltilere C vitamini ilave ederek patulinin parcalanmasini incelemiglerdir.
Arastirmalarinin sonucunda % 3 C vitamini eklenmis tampon ctizeltide 8 gonde
patulinin yaklasik % 90'n1n, % 5 C vitamini ilave edilmig elms suyunda jse yine
patulinin yaklasitk % 90'nin parcalandifing belirtmiglerdir. Acar ve Arsan
(1988), elma suyu ve seftali nektar: oérneklerinde caligmisiar ve 500 mg/l C
vitamini ilave ettikleri 1000 pg/l seviyesinde patulin iceren elma suyu srnek-
lerinde 6 aylik bir depolama sonunda patulin sapt;nmadxgmx. seflali nek-
tarinda ise baglangic 1000 pg/1 patulin seviyesinin 6. ay sonunda 50 ug/lI'ye dog-
t0g0n0 agiklamislardir. '

Patulin ile L-askorbik asit arasindaki reaksiyon hentz tam anlamiyla bilinme-

mektedir. Ancak bu konuda bazi gorusler ileri surolmektedi. Buna gore askor-
bat veya askorbik asitin bir metal katalizli oksidasyonu olmakta ve bunu takiben
bir dizi reaksiyon sonucunda olusan oksijen atomu patulinin konjuge ¢ift bags
ile reaksiyona girerek patulinin yapisini bozmaktadir (Lindroth, 1980).

Ortamin pH degeri de patulin stabilitesini 6nemli dlcode etkileyebilmektedir.
Brackett and Marth'a (1979 b) gore pH degeri 60 ile 8,0 arssinda degisen
Sorensen’in fosfat tampon gozeltisinde patulin kayb: farkli olmaktadir. Yapilan
sragtirmalara gore, patulinin yarilanma suresi pH 8,0'da 64 saat oldugu halde, pH
6.0'da 1310 saat olarak bulunmustur. Bagks bir calismada ise 5000 pg/l patulin
iceren ve pH's1 7.5 olan NaOH ve Na,HPO tampon ¢tzeltisine % 2 sskorbik ssit
ilavesi ile 5. g0n sonunda ortamda aruk patulin saptanamamistic. Ayni.seviyede
patulin iceren ve pH's: 3,5 olan yukarida belirtilen hmpoﬁ gozeltiye dahs fazla
seviyede, yani‘ %3 oraninda askorbik asit ilsve edildiginde ise 5. gon sonunda pa-
tulinin ancak % 70'nin parcalandig: belirtilmistir (Brackett and Macth, 1979 ).
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Ayrica ortamda natamycin gibi antibiyotik, sorbatlar, benzoat gibi kimyasallar
ile baz1 bitki ve baharatin patulin olusumunu 6nledigi de cesitli arasurmacilar
tarafindan belirtilmektedir (Ray and Bullerman, [982. Bullerman, ‘1983;
Bullerman, et al., 1984; Roland, et al., 1984).

Saraplarda patulinin saptanmamasi 0zerine bu konuda da calismalar yapilmis ve
daha once hammade patulin i¢erse bile fermentasyon sirasinda patulinin
parcalandigi ileri sirulmogtor. Bu konuda Harwig et al. (1973 a), Saccharomypces
ellipsordeus, Saccharomyces cerevisiae Y-99 ve S.cerevisiae MAC Y2947 susu ile
asilanarak 25 “C'da 2 hafta sire ile fermente olan elma sular1 6rneklerinde, sore
sonunda ortamda ¢ok az veya tespit edilemez miktarda patulin oldugunu
saptamislardir. Ayrica patulinin birgok kaynakta antibiyotik tzelligi bildiril-
 mekle beraber, 40 pg/ml seviyesindeki patulinin mayanin Oremesini ¢ok a2
veya hi¢ engellemedigi de belirtilmektedir. Burroughs (1977), yaptigs calisma
sonucunda iki farkli Saccharomyces cerevisize susu ile sentetik ortamlarda
gerceklestirdigi 3 gunlok fermentasyon sonunda patulinin ancak % 8-10'nun
tayin edilebildigini belirtmistir. Stinson et al. (1978), yaptaklar: ¢alismada 15 mg
patulin/l iceren elma sularinin mayalar tarafindan 23-25 “Cda ve 10-14 gun
sureyle fermente edilmesi sonucunda ortamdaki patulinin % 99'nun parcalan-
digins saptamislardir. ugh and Corison (1980), 25 mg/l patulin iceren 0zOm
sularinda Szccharomyces cerevisize U.CD 522 susunun 115 *Cda gerceklestirdigi
fermentasyon sonucunda patulin miktarinin 0,11210,018 mg/] olarak sapian-
diging bildirmiglerdir.

Kuf gelismesine bagli olarak 0runde olusan patulinin difuzyonu gida maddesine
gore degisik olmaktadir. Ozellikle elmalarda sadece kuf gelisimi gortlen yerlerde
patulin saptanmakta, diger kisimlarda ise patulin bulunmamaktadir. Bunun
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nedeninin elmadaki hocreler arass bosluklarda bulunan ve elmanin konserve
v.b islenmesi sirasinda sorun ¢ikaran gazlardan oldugu saniimaktiadir. Bu tzellik
meyve suyu endoustrisinde oldukca onem kazanmakia ve buna bagl olarak
elmadan kof gelisimi gorolen ¢urok kismin ayrilmas: ile patulinin % 94,9-100,0
dozeyinde temizlenebilecegi belirtilmektedir (Ozcelik, 1982).

Kaliteli hammaddeden 0ronon islenmesi halinde meyve suyu konsantratiar: ve
pulplarinin tanklarda depolanmas: sirasinda da kosullar uygun oldugunds tank-
lardaki 0ron0n Ost kisminda kofler gelisebilmekte ve buna bagh olarak da
patulin olusturabilmektedir. Suda cozonebilen patulin yuzeyden tOm Orune
gecebilmekte ve koflo kismin Uronden uzaklasuiriimas: yeterli olmamaktadir
(Rehm, 1970: Acar ve Arsan‘dan, 1988).

Patulinin lakton yapisinda toksik bir madde olmasinin anlasiimass ve duguk pH
degerlerinde w;ya direncli oldugunun sapta.nma;smdan sonrs dzellikle yoksek
asitli meyve ve sebze Orunlerinde bu konuda bircok calisma yspilmistir.
~ Ozellikle eima sularinda patuline siklikla rastlansimas: bu konudaki caligmalarin
yogunlasmasina neden olmustur. Elmalar, meyve suyu igletmesinde islenmeden
once uzun sure yiginlar halinde depolandigindan koflenmis meyve miktar
oldukca fazla olabilmektedir. Bu elmalardan elde olunan meyve suyu gibi oron-
lerds bu nedenle patuline siklikia rastianiimaktadsr. Harwig et al. (1973 b), dogal
olarak koflenmis 61 farkls elma 0rneginin 28'inde 6,02-17,70 mg patulin/elma
saptamiglardir. Ayﬁca yine 61 elma orneginin €2'sinde Leazpsssum izole edilmiy
ve buniarin da patulin olugturabilen suslar oldugu belirtilmistir.

Josefsson and Anderson (1977), Isvec'de satisa sunulan eima sularinds yapukiar
calismada, inceledikleri 66 ornegin 29'unda 5 pg/l'den fazis miktards patulin
bulundugunu ve en yoksek degeri 54 g/l olarak saptadikiaring bildirmiglerdir.
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Ince (1978), Turkiye'de satilan ticari meyve sularinda yaplg arastirmada
degisik firmalara ait 260 adet meyve suyu orneginin incelenmesi sonucunda
seftali nektarlarinda 400-1710 pg/l, visne sularinda 710-1710 pg/l, kayiss
nektarlarinda 1140-1710 ug/l, cilek nektarlarinda 700 ug/l, erik nektarjarinda
400-700 pg/1 ve armut sularinda 700 ug/I olarak 24 ornekte patulin saptandigini,
buna karsilik eima ve 0zum sularinda patulin saptanamadigini aciklamistir.
Ancak bu orneklerde hidroksimetilfurfural tayinleri yapilmamstsr. Diger
taraftan bircok arastirmaci uygun bir yontem kullaniimadig: takdirde
hidroksimetilfurfural ve patulinin birlikte bulunmalars halinde ayri ayri tayin-
lerinin zor oldugunu belirtmektedirier (Koch, et al. 1979; Meyer, 1982).

Lindroth and Niskanen (1978), ¢ift boyutlu ince tabaka kromatografisi yontemi-

kullanarak, Finlandiya'ya ithal edilmis 64 elma suyu konsantresini incelemisler
ve 13 tanesinin 50-590 pg/l miktariar: arasinda patulin icerdigini belirtmis-
ferdir. Ayrica igceledikleri 14 adet elma aromas: drneginin 3'onde 6-1710 pg/l
patulin bulundugunu ve evde yapiimig 20 adet elma suyunun 8 tanesinde 30-
16400 pg/1 miktarlarinda degisen seviyelerde patulin saptadikiarini bildirmig-
ferdir. Ancak Finlandiya'da Oretilen ticari elma suyu konsantresinde saptan-
madigini belirtmiglerdir.

Lindroth (1980), daha sonra yaptig1 ve yukaridaki arastirmanin devami nite-
ligindeki bir ¢alismada 7 tane yoresel elma suyu konsantresinin 2'sinde 460-1450
ug/1 seviyesinde patulin saptandiging agiklamistir. Buna karsilik fermente elma
orunlerinin hichirisinde patulin saptanamadiging belirtmistir. Ayn1 aragtirmaci
ayrica 1975-1980 yillar: arasinda Finlandiya Teknik Arastirma Merkezi Gida
Arastirma Laboratuvarinda yapilan snalizler sonucunda 465 meyve-sebze
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urunlerinin 122 tanesinde cesitli miktarlarda patulin saptandigini da belirt-

mistir. -

Ozcelik (1980), Turkiye'de yetistirilen bazi elma cesitleri ile yaptigt ¢alismada,
patulin Oreten kuf suslart ve dogal yuzey mikroflorasinin ( Peaicillivm), 3 "Cda
45 gun sure icerisinde curouttukleri elmalarda 51,7-210,0 pg/g degerleri arasinda

patulin olusturduklarini bildirmistir.

Domates uronleri konusunda yapilan bir galigmada Acar und Klaushofer (1984),
Turkiye ve Avusturya'da satisa sunulan 23 adet farkl: domates salgasi drneginin

higbirisinde patulin saptanamadigini belirtmislerdir.

Mortimer et al. (1985), Ingiltere'de piyasada satilan elma ve uzom sularinda HPLC
(High performance liquid chromatography) ve gaz kromatografi-kotle
spektrometrési ile arastirmalar yapmislar ve sonucta inceledikleri vzom sula-
rinin hicbirisinde tespit edilebilir miktarda patulin saptanamadigini bildirmis-
lerdir. Ara.surmaclla: uyguladiklars tayin yonteminde saptanabilir minimum
patulin miktarinin 5 pg/1 oldugunu belirtmislerdir. Ayrica elma sularinda yap-
tiklar: calismada ise 6 ornekte 5-10 pg/1 seviyesinde, 4 ornekte ise 16, 18, 36 ve 36

ug/1 seviyesinde patulin saptadiklaring agiklamisiardir.

Ayrica cesitli Olkelerde elma ve diger meyve sularinda yapilan arastirmalar
sonucunda incelenen 6rneklerde Almanya'da 105 farkli elma 0rund drneginin
% 7'sinde 11-50 pg/1, ltalya'da 58 meyve sﬁyu orneginin % 2Vinde $-15 pg/l,
yine Italya'da 20 regel orneginin % 50'sinde 5-50 ug/l, Ingiltere'de 136 meyvé
suyu orneginin % 16'sinda 1-38 pg/l, Fransa'da 27 elma konsantrati orneginin
hepsinde 55-610 pg/1, Ispanya'da 104 elma uronleri 6rneginin % $2'sinde 1-250
ng’/l, 24 armut oronleri 6rneginin % 33'onde 0,9-1,0 pg/l, Yeni Zelanda'da 20
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elma suyu 6rneginin % 3'onde 106-216 ug/1 seviyesinde patulin saptandigs bildi-
rilmistir (Mortimer, et al., 1985).

Acar ve Arsan (1988), Marmara ve I¢ Anadolu bolgelerinde bulunan iki meyve
suyu isletmesinden saglanan ticari meyve suyu ve nektar orneklerinin hic-
birisinde kullanilan yontem ile tespit edilebilir miktarda patulin saptanama-
digin1 belirtmislerdir.

Meyve ve sebze urtnlerinde patulin miktarinin saptansbilmesi icin degisik bazt
yontemler gelistirilmistir. Bunlar arasinda en ¢ok kullanilani ince tabaka
kromatografisi (TLC), gaz-likit kromatografisi (GLC) ve yoksek basincli likit
kromatografisi (HPLC) yontemidir. Scott ve Kenedy'nin (1973), onerdigi etil
asetat ekstraksiyonu ve slikajel kolon temizleme yontemi gogunlukia kullanilan
saflastirma sistemidir ve TLC, GLC ile HPLC yontemlerinde de kullaniimaktadir.
Bu yontemler arasinda en sik kullanilani ucuz, kolay ve guve:ﬁlir sonuglar
vermesi nedeniyle TLC'dir. Bu yontemin en onemli dezavantaji standartlaria
ornegin karsilastiriimasinin go_zle yapiimasidir. 'l'LC yontemi ile tespit sinurt 40
ng/l-kg olabilmektedir (Lindroth, 1980).

TLC ile patulin tayininde, ¢zellikle islenmis meyve Urunlerinde yuklenen tsintn
bir gostergesi olan ve uygun olmayan depolams kosullarinda olusan
hidroksimetilfurfural (HMF) onemli sorunlara neden olmaktadir. Bu bakimdan
son yillarda patulin ve HMF'in birbirinden kolaylikla ayrilabildigi yontemler
uygulanmaktadir (Koch, et al., 1979; Lindroth, 1980; Acar und Klsushofer, 193¢
Acar ve Arsan, 1988).

Patulin ile ilgili caliymalarin hepsi henoz tamamlanamamakis birlikte bircok
Olke, gidalarda bulunmasine izin verilecek maksimum patulin mikiering
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stnirlamistir. Ornegin Lindroth ve ark. 1976'da elma urunlerinde siniri
50 pg/l-kg olarak snermisler ve bu deger Finlandiya, Norvec, Isvec ve Isvigre'de
50 ug/1-kg olarak kabu! edilmistir. Dunya Saglik Teskilats da (WHO) sinirin 50
ppb (50 pg/1-kg) olmasins 6nermektedir (Lindroth, 1980).



3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Test mikroorganizmasi

Denemelerde elma suyunun islenmesi amaciyla kullanilacak elmalarda patulin
olusumunun saglanabilmesi icin, test mikroorganizmas: olarak Justus Liebig
Universitesi Mikrobiyoloji Enstitosu Giessen Federal Almanya'dan saglanan

Penicillivm expansum kolturo kullaniimistir.

3.1.2. Laboratuvar kosullarinda hazirlanan elma suyu

Calismada, laboratuvar kosullarinda elma suyu Uretmek amaciyla piyasadan
saglanmig saglam ve beresiz Amasya Elmasi meyve suyuna islenmistir. Ayrica
elmalarin bir kismi Pexpansum ile asilanip yeterli patulin olusumu saglan-
diktan sonra meyve suyuna islenmis ve boylece denemelerde kullanilmak uzere

patulinli elma suyu elde olunmustur.

3.1.3. Model sistem

Arastirmada model sistem olarak Mclivaine gozeltisi kullaniimistir.
3.2. Metot

3.2.1. Tampon gozeltinin hazirlanmasi

Arastirmada tampon gozelti olarak Mcllvaine sitrik asit+fosfat tampon gozeltisi
kullanilmistir. Bunun igin 21,008 g sitrik asit (CgHgO7. H50, Merc!g) 1000 mi saf su
icerisinde ve 35,62 g disodyumhidrojenfosfat (Na,HPO4. 2 H50, Merck) 1000 ml saf
su icerisinde gozuldukten sonra pH'si elma suyunun pH degerine yakin olmas:
amaciyla, 3,96 olacak sekilde karistirilarak tampon ¢ozelti hazirlanmistir
(Rauscher, et al., 1972). Sonra tampon ¢ozeltiye 5 mg/l patulin olacak gekilde
patulin ilave edilmis ve tampon gozelti 4 kisma ayrilmistir. Birinci kisma % 0.5
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(5 mg patulin+5 g L-askorbik asit/1) oraninda L-askorbik asit, ikinci partiye 25
ppm SO, (5 mg patulin+25 ppm SO0,/1) ve ugincd partive de 100 ppm S0z (5 mg
patulin+100 ppm S0,/1) verecek gekilde sodyum piresilfit (Na;S:05, Merck) ifave
edilmistir. Dordunct partiye ise yalnizca 5 mg/l patulin ilave edilerek difer
gruplarla birlikte karanhk'bir yerde agzi sikica kapatilmis bir kapta tutul-
mustur. Tam gruplar 15 gin sureyle muhafaza edilerek bu stire i¢inde 0.,2.,5., 7.

ve 15. gunlerde SO, L-askorbik asit ve patulin analizleri yapalmistar.
3.2.2. Tampon ¢dzeltide patulin tayini
3.2.2.1 Ekstraktin hazirlanmass

Tampon ¢ozeltide patulin ekstraksiyonu icin Koch et al. ( 1979) ve Acar und
Klaushofer (1984), tarafindan onerilen yontem, yapilan on denemelerin sonu-
cunda bazi modifikasyonlarla kullanilmistir. Ornek UV lambast altinda patulin-
den baska floresan verebilecek renk maddeleri gibi dgeler isermediginden selit
ile temizleme uygulanmadan ve florosilli temizleme kolonundan gegirilmeden

dogrudan denemeye alinmigtir, Ayrica plakalar tek boyutlu geligtirilmigtir.

Bu amacgla Mcllvaine tampon coézeltisinden 50 ml érmek ayirma hunisine
alinarak 50 ml etil asetat (Merck) ile hizlica calkalanmistir. Bir sure beklctil-
dikten sonra alttaki musluktan 6nce tampon gozelti faz1 sonra etil asetats patulin
faz1 alinmistir, Tampon ¢ozelti tekrar ayirma hunisine alinarak toplam 300 ml
etil asetat ile ¢calkalanmistir. Etil asetat+patulin fazi ise igerisinde 30 g atnidrit
sodyum sulfat (Na,SO4, Merck) bulunan erlene alinarak karanlikta, agzt iyicé
kapali olacak sekilde | saat bekletilmigtir. Bu sure sonunda etil asetat fazi kaba

filtre kagidindan suzulerek evaporator balonuna alinmistir ve NapSO4 birkag

defa 10 mi etil asetat ile yikanmistir. Sonra rotasyon evap_ovmwrdg
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(Buchii Evaporator R 110) 50 °C su banyosu sicakliginda 20-30 mi'ye kadar hacim
kogoltolmostor. Buradan 50 ml'lik kocuk armut bicimli balona alinarak etil
asetat iyice buharlastirilmis ve ornek vzerine | m! kloroform konarak plakaya
uygulanincaya kadar buzdolabinda agzs sikica kapals bir kapta muhafaza edil-

mistir (Acar und Klaushofer, 1984).

Bu amacla Koch et al. (1979); Acar und Klaushofer (1984), tarafindan onerilen
yontem uygulanmistir. 20x20 cm boyutlarindaki cam plakalarin hazrianma-
sinda Kieselgel 60 HF 254 kullanilmistir. 30 g Kieselgel 60 HF254 ag2s kapals bir
erlen icerisinde 70 ml destile su ile iyice calkalanmis ve bu karisum bir ysysctya
alinarak plakalar 300 pm kalinliginda kaplanmistir. Tozsuz bir yerde 10-15
dakika tutulduktan sonra 110 ‘C'da 2 saat kurutulmuglardir, Plakalar sogutul-
duktan sonra plaks kabininde muhafaza edilmislerdir. Ornek ve standartlar
plaka uzerinde uygulandiktan sonra tek boyutiv geligtirme icin geligtirme ta.qh
hazirlanmugtir. Orneklerde patulin ile birlikte patulin tayininde yaniimalara
neden olan HMF bulunmadigindan plakalar iki boyutlu geligtirilmemigtir. Gelig-
tirme tankindaki toluol/etil asetat/formik asitte (50+40¢10 v/v) geligtirilen
plakalar kurutulduktan sonra kromatografi tankinda 20 mi % 1.5 KMnOg ve 20 m]
% 10 HCI gozeltilerinin karigimi ile saglanan klor atmosferinde 5 dakiks bekletil-
migtir. Tanktan ¢ikarilan plakalardan klorun ugabilmesi icin plakalar geker
ocakta karanlikta 5 dakika tutulduktan sonra zerine o-dianisidinin (Serva)
%85'Lik formik asit (Merck) igindeki % 410k gtzeltisi poskorioimugtor. Plakalar
karanlikta, degeriendirilinceye kadar tutuimus ve semikantitatif degerien-
dirilmeleri 15-20 dakika sonra UV (350 am) lambas: (Camag) alunda standartiar

22



ile kiyaslanarak yapiimistir (Meyer, 1982). Orneklerdeki patulin miktars bu
sekilde asagidaki formol yardimiyla hesaplanmistir.

X.v
ng patulin/l-kg = ———
A.E

X: Ornekte (plaka Uzerinde) tahmin edilen miktar (ng)
V:Ornegin son hacmi (I ml kloroform) (ui)
A:Plakaya tasinan ornek miktars (ul)

E:Ornegin baslangic miktar: (g-mi)

Bu yontemde ilave edilen patulinin geri alinma orani % 90-95 olarak saplan-

migtir,
3.2.3. Meyvelerin elma suyuna islenmesi

3.2.3.1.Elma ham suyu eldesi

Once saglam ve beresiz elmalar Rexp.mwmilé asilanarak karanlikta yaklasik 20
*Cve % 30 nisbi nem iceren karanlik bir yerde 10 gon sureyle inkobe edilmis-
ferdir. 10 gun sonunda elmalarda yeteri kadar patulin olustugu saptandiktan
sonra elma suyu Uretimi icin meyveler bir blender (Waring) yardimiyla
parcalanmis ve bezden yapilmis torbalara doldurulup presienerek patulinli elma
ham suyu elde edilmistir. Agilanan elmalarda olusan patulin miktar: ¢ok fazla
oldugundan ve 6rneklerde uygun bir baslangic patulin konsantrasyonu elde
etmek amaciyla diger taraftan da saglam ve beresiz elmalardan ayn: sekilde elma
ham suyu elde edilmistir. Patulin icermeyen elma ham suyu ile patulinli elma
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ham suyu, patulin miktar1 yaklagik 6060 pg/l patulin olacak sekilde karistiril-
mistir. Daha sonra 6000 pg/l patulin iceren elma ham suyv 3 kisma ayrilmis
birinci kisma 500 mg/l L-askorbik asit, ikinci kisma 100 ppm S$O; verecek
sekilde sodyum pirosulfit ilave edilmis, U¢inco kisma ise hicbir sey eklenmeden
kontrol grubu olarak dene;neye alinmistir. Kokortleme islemi icin tnce 10000
ppm stok sodyum pirosulfit ¢izeltisi hazirlanmis ve bu ¢tzeltiden yararlanilarak
kukortleme yapilmistir. Daha tnce tampon cozelti ile yapilan denemelerde
ortamdaki 25 ppm S0,'in patulini parcalamasi yetersiz olarak saptandifandan,

daha kesin bir sonug alabilmek amaciyla 100 ppm S$05/1 diszeyi tercih edilmigtir.

3.2.3.2.Enzimatik durultma ve alkol testi

Bu sekilde hazirlanan elma ham suyunda enzimatik duruitma Cemeroflu’'nun
(1982) snerdigi sekilde yapilmistir. Bu amacla 1:1 oraninda su ve elma ham suyu
karisimi kullanimis, Ultrazym 100 G (Swiss Fermented Company Lid.) enziminin
% 2'lik ¢vzeltisi hazirlanmigtir. Bu gozeltiden 100 mi'ye 0,1 ml olacak sekilde elma
ham suyuna ilave edilerek 50 *C'da 2,5 saat tutulmustur. Siire sonunda enzimatik
durultmanin yeterli olup olmadiging belirlemek icin alkol testi yapilmigtir. Bu
amagla % 95'lik alkolde % 1'lik konsantre HC! ilavesiyle cozelti hazirlanarak 10
m] elma ham suyuna 20 ml ¢ozeltiden konmus ve calkalandikian sonra 15-20

dakika beklenerek mezurda tortu incelenmistir.

Mezurda tortu, yumaklagma olmus ise depektinizasyona devam edilmis ve meyve

suyuna bir miktar daha enzim gozeltisi ilave edilmigtir.
3.2.3.3.Berraklastirma

Berraklastirma islemi icin dnce kullanilacak gerekli jelatin miktar: saptan-

mistir. Bu amagla 50 ‘Cdaki saf suyla toz jelatinden (Merck) % 1lik jelatin
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¢ozeltisi hazirlandiktan sonra 6 tane deney tupune ayr: ayr: 10 ml elma ham
suyu aktarilarak bunlara sirastyla 0.1, 0.2, 0.3, 05, 0.8 ve 1.0 ml jelalin gtzeltisi
ilave edilmistir. Bir sore kendi halinde bekletildikten sonra topler incelenip en
az jelatinle en iyi berraklagmis olan top segilerek buradan esas berraklagtir-
mada gerekli olan jelatin miktari hesaplanmistir (Cemeroglu, 1982).

Gerekli jelatin ilavesi yapildiktan sonra daha dnce enzimatik durultma uygulan-
mis elma ham suyu 1 gece buzdolabinda bekletilmistir.

3.2.3.4.Elma suyu eldesi

Jelatinizasyon isiem.i sonunda berrak hale gelen elma ham suyu sifon yapilarak
ost kisimdan alinmig ve kaba filtre kagidindan gegirilmigtir. Filtre edilen elma
ham suyu rotasyon evaporatdrde soOrekli olcomler yapilarak, su banyosu
sicakligs 90 °C ve balon icerisindeki sicaklik 60 "Ci gegmeyecek sekilde
konsantre edilerek farkl: konsantrasyonlardaki elma suyu konsantrat: partileri,
son kuru madde % 65,5 olacak sekilde karistiriimistir. Daha sonra bu konsantrat-
lardan kuru madde % 12,5 olacak sekilde saf su ile elma suyu haziclanmus ve
koyu renkli siselere 180 ml (yaklasik 200 g) aktarilip agwiart tag kapak ile
kapatilarak kaynar su banyosu icerisinde 30 dakika sore ile pastorize edilmisler-
dir. Pastorizasyon isleminden sonra siseler catlayip kiriimamalars icin bir sore
bekletildikten sonra sogutularak 4 ay streyle karanlikts depolanmuslardir. Bu
sOre icerisinde drneklerin kondugu yerin sicaklig (Cole-Parmer Model 3868-00)
ile surekli olarak 0lc0imus ve ortalama 19 °Colarak saptanmustir.

Karanlikta tutulan orneklerde 0., 2. ve 4. ay sonunda S0, L-askorbik ssit,
hidroksimetilfurfural (HMF), kuru madde ve patulin analizieri yapilmigtar.
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3.2.4. Elma suyunda patulin tayini
32.4.1. Ekstrakun hazirlanmas ve kolonda temizieme

Elma suyu 6rneklerinde patulin ekstraksiyonu icin Koch et al. (1979) ve Acar
und Klaushofer (1984), tarafindan tnerilen yontem baz: modifikasyonlaria kul-
lansimistir. Bu amacla 50 mi elma suyu 6rnegi 20 g selit (Type 535, 0.01-0.04 mm,
Serva) ile iyice karigtirilarak renk maddeleri uzaklasuriimaya caliqimistir.
Sonra her defasinda 50 mi olacak sekilde toplam 300 ml etil asetst ile yikanarak
Gosch Filtresinden (No: 3) su trombu yardimsyla gecirilmis ve it;eﬁsinde 30 g
sodyum solfat bulunan Nuce Erlenine alinmis, karanlikta | saat sireyle tutu-
larak suyu uzaklagtiriimistir. Sure sonunda kaba filtre kagidindan suzolmos, etit
asetat ile birkag defa yikandiktan sonra toplam eti] asetat fazi rotary evapora-
torde 50 °C su banyosu sicakliginda 20-30 ml'ye kadar hacmi kocultdimostor.
Daha sonra 6rnek 2,5x55 cm boyutlarinda tefion musluklu ve friteli (No: 3) ko-
londa temizlenmistir. Kolonun hazirlanmas: icin once 30-40 ml kadar % 90'Lik
etil alkol dip kisminda, n-hekzanda (Merck) yagi alinmis pamuk bujunan kolona
doldurulmug ve Uzerine 10 g florosil (60-100 mesh, Merck) konarak toplam
hacim 70 mi olacak gekilde tekrar % 90'l1k etil alkol ilave edilmistir. Bu gekilde |
saat bekletilmis ve florosilin giserek yap1 almas: saglanmistir. Sore sonunda etil
alkol florosil tabakass Uzerinde | cm kadar kalacak sekilde alttan alinarak kolona
Ustten yavas yavas 20-30 ml n-hekzan ilave edilmigtir. Daha sonra bu da
yukarida belirtildigi sekilde alttan alinarak 25-30 ml etil aseiat kalondan
gecirilmistir. Bu sekilde hazirlanmis kolonda temizlenen ornek agz tragh bir
balonda toplanmig ve kolon 4 defa 25 mi etil asetat ile yikanmistir. Toplam ornek
tekrar 30-40 ml'ye kadar buhaclagurilmistir. Sonrs 50 mi'lik armut balona etil
asetat ile yikanarak alinmigtir. Armut balondaki ornek tekrar kuru hale
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gelinceye kadar buharlastiriimis ve hemen | m! kloroforma alinmistsr, Ornekler
ince tabaka plakasina uygulanincaya kadar cam kapta aluminyum folyeye sarils
halde buzdolabinda birkag gin soOreyle mubafaza edilmistir (Acar und

Klaushofer, 1984).

Bu sekilde hazirlanan orneklerin plakaya uygulanmast icin once Bslum
3.2.2.2'de belirtildigi sekilde plaka hazirlanmistir. Ornek ve standartlar plaka
ozerine Sekil 3.1'de goruldogu gibi uygulandiktan sonra iki boyutiu ve 10 cm
yuksekliginde gelistirilmistir.

N
A e
e
‘m-.
A :Ornex
S1: S ng standart
Sz 50 ng standart
$3: 100 ng standart
S4: 200 ng swandart
S, S, 55 S, A 2 yiritme
L e o 9 L

Sekil 3.1: Ornek ve standartiarin plaka ozerine uygulanmasi.
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1ki boyutlu gelistirme icin iki farkli gelistirme tanki Acar und Elaushofer'in
(1984), onerdigi sekilde bazi modifikasyonlarla hazirlanmistir. Once
benzol/metanol/asetik asitte (90+5+5 v/v) gelistirilen plakalarin kurumalar:
beklenmis ve 90° cevrilerek toluol/etil asetat/formik asit (50+40+ 10 v/v) tankin-
da gelistirilmistir. 1ki boyutlu ge;istirme yontemi ile patulin ve HMF fekeleri

birbirlerinden kesin bir sekilde ayrilabilmistir.

HMF meyve sularinin depolanmast sirasinda indirgen sekerlerle aminoasitler
arasinda enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonu gerceklesmesi sonucunda
bir aradron olarak olusmaktadir. Meyvelerde dogal halde bulunmayan bu madde
esmerlesme reaksiyonuna bagli olmaksizin meyve suyuna uygulanan sl
islemler sonucunda da olusur. Diger taraftan HMF miktar: ile uygulanan 1sil
islemin sicaklik derecesi ve suresi arasinda dogrusal bir iliski bulundugundan,
bu madde miktar: meyve sularinda bir kalite kriteri olarak degerlendiril-
mektedir (Cemeroglu, 1982).

Patulin standart lekelerinin uzerinde bulundugu dogrularin uzatilmas: halinde
90°'lik ag1 ile kesistikleri yerde patulin lekesi, buna kargilik HMF lekesi ise
patulin lekesinin biraz altinda belirmektedir. Boylece tek yonlu geligtirme yon-
teminde moleku] agirliklar: ¢ok farkli olmadigs igin (patulin 154,12 ve HMF 138,
Kieselgur 60 G'de patulin Ry=39, HMF Ry=33) ince tabaka plakasi tzerinde bir-
birlerinden ayrilmalari ¢ok gu¢ olan bu iki madde iki boyutlyu yontemin
kullaniimasi ile kesin bir sekilde ayrilabilmektedir (Meyer, 1982).

3.25. L-askorbik asit tayini

Orneklerde L-askorbik asit tayini, Anonymous (1951) ve Ceritoglu (1978) tara-
findan onerilen, 2-6 diklorofenolindofenol boya gozeltisi kullanilarak spektro-
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fotometrik olarak yapilmistir. Bu amacla Bausch+Lomb Spectrenic 21 spektro-

fotometresi kullaniimis ve 6icumler 520 nm'de gerceklestirilmistir.

Okunan absorbans degerleri, 6nceden hazirlanan standart efri yardimiyla elde

olunan formule uygulanarak L-askorbik asit miktariari saptanmastar.
3.2.6. Kokort dioksit tayini

Kukurt dioksit tayini icin Pearson (1971) tarafindan dnerilen direkt titrasyon

yontemi kuflanilmistir.
3.2.7. Hidroksimetilfurfural (HMF) tayini

Hidroksimetilfurfural (HMF) tayininde spektrofotometrik yontem kullaniimstir
(Anonymous, 1974). Bu amacla saf HMF (5-(hidroksimetil)-fucfural-2-
karbaldehit, Merck]'in 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 mg/I'lik standart gozeltileri hazir-
fanmistir. Bausch+Lomb Spectronic 21 spektrofotometresinde irnekteki HMF
p-toluidin (Merck) ve barbutirik asidin (Merck) olusturdugu bilegigin renk
yogunlugu 550 nm'de 6lgolmisg, bu degerler standart egri yardimiyla elde edilen

formul kullanilarak hesaplanmistir.

3.2.8. Kuru madde tayini

Orneklerde kuru madde tayini refraktometrik olarak gergeklegtirilmigtir.
3.2.9. Deneme plani

Galismada uygulanan deneme plani, Cizeige 3.1'de gosterilmistir.

Deneme planinda da gorulduogo gibi arastirma patulin ilave edilmis tampon

cbzelti ve patulinli elma suyu olmak 0zere iki grupda yapilmigtir. Her iki gruba
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Cizelge 3.1. . Caliymada uyguianan deneme plani

L-askordbik | :
asitsPangin | 02 * Petulin
Tampon Patulin
i d L-askorbik
S0z
asit
Patulinii sima L-askorbik .

suyu asit 502

da ayr: ayr1 L-askorbik asit ve SO, katilmistir. Askorbik asit kuvveli indirgen
bir madde olup oksidatif esmerlesme reaksiyonlarina engel olur. Askorbik asit
ilavesi bazi pulplarda esmerlesmeyi 0nlemesi amaciyla kullaniimaktadir. Askor-
bik asit meyve suyunun depolanmasi sirasindaki enzimatik olmayan renk
degisimine de etkili olmas1 nedeniyle gerektigi taktirde, siseleme sirasainda dog-
rudan meyve suyuna da ilave edilmektedir. Geqel olarak maysenin her kilosuna
250-300 mg, meyve suyuna ise 200-250 mg yeterli gelmektedir (Cemeroglu, 1982).
Arastirmada yapilan 0n denemeler sonucunda ilk bagta konulan 250 mg/l L-as-
korbik asitin hemen tamaminin pastorizasyon isleminin sonunda oksidasyon
gibi reaksiyonlaria parcalanmast nedeniyle calismads L-sskorbik asit elma ham
suyuna 500 mg/1 seviyesinde katiimistir, '

Eski zamanlardan bu yana gida maddelerinin muhafazasinds kullanslan S02'in
elma suyu konsantreierinde 100 ppm’'e kadar bulunmasina i2in verilmesinden
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dolayi ve 6n deneme sonuglar: gézonone alinarak ¢alismada elma ham suyu 100
ppm seviyesinde kokortlenmistir (Anonymous, 1981).

Tampon cozeltide ise patulin ile L-askorbik asit arasindaki reaksiyonun daha
belirgin bir sekilde gorolebilmesi icin 5 g/l olacak sekilde L-askorbik asit ilave
edilmistir. Ayrica 25 ppm ve 100 ppm SO, seviyesinde kukortlenmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Tampon Ctzeltide Patulin Stabilitesinin Incelenmesi
4.1.1. Kokort dioksitin tampon ¢ozeltide patulin stabilitesine etkisi

Bazi meyve sularinin islenmesi sirasinda dosuk duzeylerde kokorteme yapal-
maktadir. Ancak genellikle ilave edilen kokurt dioksit ( S0;) uygun duzenlerde
Urunden tekrar uzaklastirilabilmektedir (Schobinger, 1987). Bu nedenle dene-
mede SO; kullanilarak, bu maddenin meyve suyunda bulunabilen patulinin sta-

bilitesi uzerinde etkisi yaninda pH degeri eima suyuna benzer colan tampon
cozeltide de SO,'in patulin stabilitesine etkisi de arasgtirilmastar.

4.1.1.1.25 ppm seviyesinde kokurt dioksitin etkisi

Kukort dioksitin (S0,) patulin stabilitesine etkisinin belirlenmesi amaciyla
hazirlanan ve pH degeri elma suyuna benzer olmas: i¢in 3.96'va ayarlanan
Mcllvaine tampon gozeltisi (sitrik asit+disodyum hidrojen fosfat) 3 kisma ayril-
mustir. Birinci kisma 5000 pg/1 olacak sekilde patulin ilave edildikten sonra 25
ppm seviyesinde SO2 verecek sekilde sodyum pirosolfit (NayS,05) ile ko-
kurtlenerek agz1 sikica kapatlip karanlikta, oda sicakliginda muhafaza edil-
mistir. Ayrica ikinci kisim tampon cozeltisine sadece 25 ppm S0, ve ucunco
kisma 5000 ug/l patulin ilave edilerek bu iki maddenin aym ayri tampon
cbieltide ayni kosullarda stabilitesi de incelenmistir. Tom ornekler karanhkta
muhafaza edilmis ve bu sure igerisinde 0.,2.,5., 7. ve 15. gonlerde patulin ve S0,
analizleri yapiumistir. Sonuclar Cizelge 4.1'de ve patulin miktarindaki zamana
bagli olarak azalmalar $ekil 4.1'de verilmistir. \
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- Sekil 4.1 5000 ig/1 patulin ile 25 ppm S0, ve sadece 3000 pg/1 patulin ilave
edilen Mclivaine tampon gozeltisinde 13 gunde patulin stabilitesi.



Cizelge 4.1'de de goroldogo gibi 0. gunde yapilan analiz sonucunda hem 25 ppm
N seviyesinde kukufueqmis ve hem de S0, 'icemey‘en tampon ¢ozeltide patvlin
- miktar1 4500 pg/1 olarak bulunmus ve bu baslangic degeri olarak belirienmistir.

Patulin tayininde kullanilan ince tsbaks kromsiografisi yonteminde vrnege

verilen patulinin ancak yaklasik % 90-95'nin sap(a.nibildigi yapalan inceleme-
lerle a.nlasﬂdxgmdan tum c;:zelgelerde ve hmplamalarda baslangic degeri
olarak ilave edilen patuhn miktan olan 5000 ug/l degil, ortama herhangi bir
madde katsimadan yalnizca patulin katildiginda 0. gonde elde olunan £500 ug/1
degeri alinmugtir. Botun he'sdplama.lar bung gore yapilmigar. Ayrica her iki
ornekte de SOz miktars 22,4 bp_:_n olarak saptﬁhmghh

25 ppm S‘Oz ve 5000 pug/1 pamhn ilave edilen ornekte Asoz‘in patulin stabilitesine
etkisi belirgin bir sekilde ancak 2. gonden sonra baglamig ve patulin mikiarinda
 2.gun sonunds, SO, igermeyen ornege gore 4500 ug/Iden 3800 pg/I'ye 155k
| bir azalma gomlmdsmr. Bu arada $0; mikiarinda 22.4 ppm'den 216 ppm'e %
3611k bir azalma belirlenmistir. :

3. gun sonunda yapilan analiz éox{uclmda ise patulin miktarindaki szalma devam

etmis ve 2. gunde saptanan deger olan 3800 pg/I'den 3500 pg/L'ye, baslangic
degerine gore % 22,3 oraninda bir amlmolmuaur S0, mkun ise % 7.2'1ik bir
azalma de 208 ppm e do;mlmur

7. gun analizi sqnug:unda Sozmkmmdahazuma 3. gundeki 203 ppm'den 19.2
‘ppm'e yani baslangica gore % '14.3 oraninda ohhuéiur Patulin ‘miktarindaki
,azalmam 3500 ug/i'den 1600 ug/I'ye, yme baslangw degerine gore % 64.5 duze-

- yinde belirlenmistir.
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Yapilaa 13. gon analizi sonucunda ise ayni degerler saptanmis ve patulin ile S0,

miktarlarinda bir denge durumu gozlenmistir. ‘

Pa.wlm ile birlikte 25 ppm dﬁuyinde S0, iceren tampon ¢ozeltide, SO icerme-
yen ancak y@imzca patulin icéren tampon cuzeltiye gore patulin mikiarindaki
azalma da;haib'elirgin olmug ve b'aslan-gng" gonnuné élmdngmda S0, icermeyen
sehit gozeltide azalma % 112 iken yukarida belirtildigi gibi 25 ppm SO ve
pawlm iseren tampon gozeltide ise % 645 olmustur (Sekil 4.1).

¥ Pawhn ic’emeyen 25 ppm seviyesindé‘kukmfﬂenefn tampon cozeltide ise SO,
imikta'.rmda 7. gunde baslangi¢ 22,4 ppm seviyesine ,gare azalma olmamig, 15.
gOnde‘ ise % 7,Zaza.lma ile 20,8 ppm olarak tespit édilmistir (Cizelge 4.1).

Sdz itéximeyen 50007 us/j .patuliﬁ'}ilavev edilen drh‘ekib ise baslangicta saptanan
4500 g/l patulin degerine gOré' 7. gunde patulin mii:tan % 112 azalma ile 4000
ug/lqlarak‘belir(gngis ve 15. gunde yﬁpka analizde de bunun sabit kaldigs
,‘_s‘}‘a‘,pla.nmsurﬁ(Sekil 41) .

Bolom 4.1.1:1 de agiklandigi gibi hazirlanan Mcllvaine tampon suzeltisi yine ug
kisma djfnldnktan sonvm birinci kisma 100 ﬂpmv S0; verecek sekilde sodyum
pirosqlfit (Nﬁész%) ile bir;ikte 5000 ng/l patullin,'ikix.:'ci- kisma yalnizca |00 ppm
sz ve. ucﬁn;:u'kxsq;@ ’i‘se yﬁlmzca 50’0'0}13/1_ patulin ilave edildikten sonra yine
agzi kapall "kapl'arda' ve karanlikia oda sicakliginda bekletilerek yukarida
belirtilen afa.lnklarlaySOg ve pit.ulin a.na;lizléri yapiimigtir. Soniuglar Cizelge
42'de ve patulin’ miktarindaki zamana baén;-olm'azanmugr Sekil 42'de veril-
mistir. |
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Sekil 4.2.: 5000 ug/1 patulin ile 100 ppm SO2 ve sadece 5000 pg/1 patulin itave
edilen Mcllvaine tampon gozeltisinde 13 gunde patulin stabilitesi



100 ppm seviyesindeki SO,'in patulin stabilitesine etkisini incelemek amaciyla
h@rla.na.n Mcllvaine tampon ¢ozeltisinde Cizelge 4.2'de de ghruldugu gibi patu-
lin ile birlikte SO, iqered ornekte 0. gunde, SOj icermeyen ve yalnizca patulin
iceren ornege gore paiulin miktarinda ﬁOO'ug»/l'den 4000 pug/l'ye yani % 11,2
duzeyinde bir azalma saptanmistir. 2. gonde bu azalma 3000 ug/l'ye % 33.4 ora-
ninda gergeklegmigtir. Bu deger 5. gunde 1800 pg/I've % 60'lik bir azalma, 7.
gunde ise % 88,9'luk bir azalma ile 500 pg/I'ye dusmostor. 15. gon analizi sony-
cunda ise patulin miktar: % 98,3 duzeyinde bir azalmayla 80 ug/l1 olarak saptan-
mistar (Sekil‘l.z ve Cizelge 4.2).

0. gunde yapilan S0, analizi scnucunda SO, mnktan hem 5000 g/l patulin ilave
edilen hem de ilave edilmeyen ornekte 832 ppm olarak tespil edilmis ve bu
deger baslangic degeri olarak kabul edilmistir. 2. gonde patulin iceren tampon
gozeltideki SO miktars % 0.9'luk bir azalma ile 82,4 ppm olarak belirfenmigtir. 5.
ve 7. gunde de yapilan analizler sonucunda SO, miktar: yine 82.4 ppm olmk
saptanmis, 15. gunde ise baslangxca gore % 6,8‘lik bir azalma 'ile 77.6' pPpm ojaﬁk
tespit edilmistir. Burada oda -sxéakugmm etkisiyle bir kisim SOyin ortamdan
uzaklastigs dusunblmektedi‘r.

i
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Sadece patulin iceren tampon gozeltide patulin miktars baslii;éngm'sapmnan .

4500 pg/!l pat.ulm degerine gore 7. gunde % 11,2 azalmayla 4000 ng/l olarak
tespit edilmistir. 15. gunde yapilan analiz sonucunda da ayni degerler bulun-
mugtur (Sekil 4.2).

Cizelge 4.2'de de goruldugu gibi patulin miktarinds zamana bagh olarak surekli

bir azalma olurken patulin iceren tampon ¢ozeltide SOzmumm 0. gunde 832
ppm olarak ve daha sonra 2., 5.ve 7. gunlerde 82,4 ppm olarak tesplt edilmistir.
Bu sekilde S0, miktarinin sabit kalmasina ragmen patulin mktarmda surekli



bir azalma olmus ve sonucta 15. gUgde patuliq miktar: 80 pg/l olarak tespit
edilirken S0, miktar:i 77,6 ppm olarak saptanmigtir. Ayrica patulin i(:ermeyeg
ornektéki SO, miktari da, patulin iceren tampon ¢ozeltide oldugu gibi 0. gunde
83.2 ppm ve daha sonra 2, 5. ve 7. gunlerde 83,2 ‘ppm‘v,e 15. .g‘unde 736 ppm

olarak bulunmustur.

Gdruldugu gibi patulin iceren ve iqefmeyen tampon ¢ozeltideki 502 miktarlary
‘birbirine oldukca yakin degerlerde bulunmustur. Patulin mikw.rmdf.i.l 4500
pg/l'den 80 pg/l'ye surekli bif azalma olmasina ragmen S50, miktarlarinin
hemen hemen ayni bulunmasinin nedeninin uygulanan $0; tayin yontemin-
den kaynaklandigi saniimaktadir. Buna gore c;ahsmada. uygulanan 50, tayin
yontemi ile ortamdaki patulin ile reaksiyona girmeyen $0,'in yani sira paiulin
11e 'reaksi'yona girmési sonucu olusan patlilim S0, kompleksihdekj kukartiu
maddeler de tespit edilmistif. Pohland and Alien (l970)"é gore patulinin sulu
cozeltilerinde ortamda bulunan SOy'in patuline. kaulxml.HSO;‘ seklinde gercek-
-lesmekte ve bu katilimy rea_lgtif tiyol grubu i¢in onerilen reaksiyona benzemek-

tedir (Sekil 2.1).

Gizelge 4.1 x;e 42'de de goruldugu gi'bi‘"llconsantras'y;ona baglt olarak 50, patulin
stabilitesini onemli olgude etkilemektedir. Ancak bu etki dogrudan $0; kon-
_santrasyonu- ile ilgili. olmaktadir. Nitekim 25 ppm seviyesinde kukortlenen
prneklerde 15. gun sonun't.ia patulinin % 60's pargalanmg iken 100 ppm duzeyin-

de kukurtlenen orneklerde bu deger % 98 olarak saptanmistar.

Bu konuda bazi benzer galigmalar da yapilmustic. Burroughs (1977), patulinin
yuksek konsantrasyonlardaki SO, ile reaksiyona girdigini ve buna bagh olarak

patulin miktarinin azaldigini belirtmistir: Arastirict yaptigi caltsmada 2000 ppm
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SO, ile 15 ppm patulin arasindaki reaksiyon sonucunda katshimin iki gun iceri-

sinde % 90 duzeyinde oldugunu bildirmistir.

Pohland and Allen (1970), elma suyunda patuhn ile makalede konsa.ntrasyonunu
belirtmedikleri SO,'in reaksiyona girdigini agxklamslardxr

4.1.2. L-askorbik asitin patulin stabilitesine etkisi

Bolum 4.1.1.1 ve 4.1.1.2'de bélirtildigi gibi Mcllva.ine tampon cozeltisi hazirlan-
diktan sonra ug kisma ayrimstir. Birinci kisma L-askorbik asitin patulin sta-
buiwsi;é etkiéini incelemek amaciyla 5000 pg/1 patulin ilave gdildil;ten sonra
ayng co;e.ltiye % 0.5 oraninda L-askorbik asit eklenmis ve tum iglemlerin sonun-
da cdzeltinin pH degerinin 3,9 olmasi sagla.hmxsnf._ A'ynca diger iki kisim
tampon ¢ozeltiye yukaridaki miktariarda patulin ve L—ask&rhik asit ayri ayri
eklenerek bunlarin tek baslarina tampon cuzeltideki stabilitesi incelenmistir.
Tum ornekler karanlikta agizlar: kapal kaplarda ve oda sicakliginda muhafaza
edilmis ve bu arada 0’; 2 5. 7. ve 15. gunlerde patulin: ve L-askorbik asit ana-
lizleri yapxlmxsur Sonuglar Cizelge 4.3 ve patulm mxkta.rmdakl zamana bagl

azalmasi Sekil 4.3'de verilmistir.

Cizelge 4.3'de de goruldugu g1b1 ortama % 05 omnmda L-askorbik asit katdimasi
‘sonucunda L-askorbik asit 1le pa.t.ulm hemen reaksnyona girmistir. 0. gonde
patulin miktar: L-askorbik asit icermeyen tampon ¢ozeltide 4500 pg/1 iken L-as-
korbik gsit‘ ilave ediLm.is; ¢ozeltide 700 pg/1 olarak saptanmis ve buna bagli olarak
% 84,5 gibi oldukga buyuk bir oranda azali 3 olmugtur. Bu arada L-askorbnk asit

- miktars patulin u;ermeyen tampon c;ozelude 267 712708 mg AA/ lﬂﬂ_ ml ve kayip

.‘oram da sahite gore % 5,7 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.3.:5000 pg/1 patulin ile % 0,5 oraninda L-askorbik asit ve sadece 5000 pg/l
patulin ilave edilen McIlvaine tampon cozeltisinde 15 gunde patulin
stabilitesi. .



Patulin ve L-askorbik asit iceren ornekte 2. gunde baslangica gore yapnlan ana-
liz sonucunda patulin % 91,2'1ik bir azalma ile 400 pg/I'ye, L-askorbik asit ise
baslangic miktars 267,7127,08 mg AA/100 ml'den 244,38%1,72 mg AA/100 ml'ye,

sahite gore % 8.8 lik bir azalma gostermistir

5. gunde patulin miktarindaki azalma baslangic degeri 4500 pg/l'den 80 pg/l'ye
% 98,3 olarak, L-askorbik asit miktarindaki azalma ise 267714708 mg AA/100

ml'den 218,41:0,65 mg AA/100 ml'ye % 18,5 olarak saptanmistir.

7. gun analizinde ise patulin miktarindaki azalma sahitte yine 4000 pg/l olarak
saptanirken ornekte 50 'pg'/,l’al‘arak saptanmis.ve azalma orani baslangica gore %
98,9 olmustur. L-askorbik asit miktarindaki azalma ise 267712708 mg AA/100
ml'den 189,5821,07 lmg AA/100 ml'ye % 29,3 olarak belirlenmistir.

15. gunde japilan patulin analizinde"ise ortamda artik patulin saptanamamis§ ve
L-askorbik asit miktarindaki azalma ise 73,76-1.01 mg AA/100 ml ile % 725 ora-

ninda bulu}_)mustur.

Cizelge 4.3'de a‘e goruldugy gibi % 0,5 oranindaki L-askorbik asit tampon g¢ozel-
tide patulin stabilitesini oldukca ohémli duzeyde etkilemis ve 7. gunde sahitte
saptanan paiulinin % 98,9‘ oraninda parcalandig: tespit. edilmigtir. Bu lmnuyla
ilgili olaraﬁ’;}Brackett and Marth (1979 a) tarafindan yapilan bir Qa.llsmadé. 5000
ng/l v»patulji:hi‘iqeren pH'st 3,5 olan tampon cozeltiye % 0.5 oraninda L-askorbik
asit-ekleﬁqfé#ﬁ patulin stabilitesi incelenmis ve 7. gunde patulin miktarindaki
azalma yikla.slk % 50 olarak saptanmistir. 8. gunde ise‘vpawlin miktarmdaki

azalma yaklasik % 55 olarak belirlenmistir.
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Patulin icermeyen % 0,5 L-askorbik asit ilave edilmis ornekte, baslangigla
saptanan 267,71:7,08 mg AA/100 m! seviyesinde L-askorbik asit miktari, 7. gunde
baslangi degerine gore % 8,8 azalma ile 244,38+1,72 mg AA/100 ml'ye, 15. gunde
ise % 16,6 azalma sonucunda 223,37:2,15 mg AA/100 m! olarak saptanmistr.

Sadece patulin iceren tampon ¢ozeltide patulin miktar: baslangic 4500 pg/l
patulin degerine gore 7. gunde % 11,2'lik bir azalmayla 4000 pg/l olarak bulun-

mustur. 15. gunde yapilan analiz sonucunda da ayns deger tespit edilmistir.
4.2. Elma Suyunda Patulin Stabilitesinin Incelenmesi

4.2.1. 100 ppm SO, seviyesindeki kukurtlenmis elma suyunda uretim asamala-

rinda ve depolama sUresinde pawliq stabilitesi .

Penicillium expansum ile asilanarak patulin olusumu saglanan elmalardan
laboratuvar kosullarinda elma ham suyu hazirlanmistir. Elma. hanpsuyupda
patulin miktarini istenen duzeyde tutabilmek amaciyla diger taraftan da saglam
ve beresiz elmalardan yine ayni sekilde patulin icermeyen elma ham suyu da
hazirlanmigtir. Sonra patulinli elma ham suyu ile patulin icermeyen elma ham
suyu patulin seviyesi yaklasik 6000.ug/l‘ olacak sekilde karistiriimistir. Bu
sekilde elde edilen elma ham suyu 0¢ kisma ayrilmss ve birinci kisma hicbirsey
ilave edilmezken, ikinci kisim 100 ppm -SO, seviyesinde sodyum pirosulfit
(Na;S,0s) ile kukurtiendikten sonra laboratuvar kosullarinda endustriye benzer
asamalar uygulanarak berrak elma suyu ve bu elma suyu da konsantre edilerek
elma suyu konsantresi elde olunmustur. Daha soara elde olqna‘n elma suyu
konsantresine saf su ilave edilerek % 12,5 kuru madde igerikli slma suyu
uretilmistir. Ema suyu oretiminin belli asamalarinda alinan orneklerde patulin
ve S0 analizleri yapilmagtir.
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Baslangigta 6000 pg/1 patulin iceren elma ham suyuna 100 ppm duzéyinde S0,
ilave edildiginde patulin miktar1 derhal 4500 pg/1'ye duserken ilave edilen 100
ppm duzeyindeki SO, ise 76,8 ppm olarak bulunmus;ur. Bu durumda patulin
miktarindaki azalma 100 ppm SO, ilavesiyle baslangicta % 23 olarak saptanmistis

(Cizelge 4.4).

Gizelge 4.4 : 6000 ug/1 patulin igeren ve 100 ppm 50, ilave edilen elma ham

suyunda patulin ve SO, miktarlars.

Patulin
(ug/1) - (ppm) | azatma (%)

Ornek

Patulinli elma ham suyu| 6000

|Patutinti elma ham suyu|
, + Ce

, , R 4500
100 ppm S02 -
L———————————

Daha sonra elma ham suyu orneklerinde enzimatik durultma iglemi yapilmster.
"Bu amagla 1:1 oraninda saf su ve elma ham suyu karisumindan hazirlanmyg
% 2'lik Ultrazym G enzim iceren ¢ozelti elma ham suyuna daha once on deneme
ile saptanan miktarda ilave edildikten sonra 50 *Cda 25 saat bekletilmistir.
Enzimatik durulimanin tamamlandiginin belirlenmesi amaciyla alkol testi
yapilmis ve enzimatik durulima isleminden sonra berraklagtirma iglemi igin
elma ham suyu orneklerine yine on deneme ile saptanan belli oranda jelatin
cozeltisi ilave edilerek 1 gece buzdolabinda bekletilmistir. Bu sire sonunda

berrak hale gelen elma ham suyu ustten alinarak kaba filtre kagidindan sozol-
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dokten sonra orneklerde yapilan kuru madde, patulin ve S0, analizlerinin

sonuclar: Cizelge 4.5'de verilmistir.

Cizelge 4.5 : 6000 pg/1 patulin iceren ve 100 ppm SO, ilave edilen berrak elma

suyu orneklerinde patulin, SO, ve kuru madde miktarlar:.
Srnek Patulin| S0z |, .440| azalma | azalma
g/ (ppm) | (1) | ®* | @™

Patulinii berrek elma suyu 4500 | — ] 125 25 | 25

Patulinli berrak elmééuvu N
3500 | 59,2 {125 41,7 22,3

+
100 ppm S0,

.. Bdslanﬁxc 6000 ug/1 patulin miktarina gore toplam azalma.
** : Sadece enzimatik durultma ve berraklagtirma isleminde gorulen
azalma.

Cizelge 4.5'de de goruldugu gibi yalnizca pa,ujlin iceren elma ham suyuna enzi-
_ matik durultma ve berraklagtirma uygulandiktan sonra elde olunan borrak elma
suyunda patulin ‘miktirmda % 25 dozeyinde bir azalma saptanmusisr. 100 ppm
duzeyinde S0, ilave edilen patulinli elma ham suyunda ‘S()'z ilavesinden sonra
patulin miktar: 6000 .pg/l'den 4500 pg/l'ye duswguqdan baslangi; degeri 4500
ng/l patulin olan ornekte enzimatik durultm ve berraklastirma panulm
miktarinda % 22,3 duzeyinde bir azalmaya neden olmugtur. Ancak baslangis
patulin miktar1 olan 6000 ug/l degeri gozonune alinirsa ba.:}lang:m gore bu
azalma % 41,7'dir.
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'Durultma isleminden sonra elde edilen berrak elma suyu, su hanyt-".m sicaklig1
90 *C'da olan, balon i¢cindeki 0run sicakligi ise 60 °C'1 gecmeyecek sekilde Rotary
evaporatorde konsantre edilmistir. Bu sekilde saglanan bi_rhirine 'yakm ancak
farkls miktarlarda kuru madde iceren elma suyu konsantratlari, son kilm madde
degeri % 63,5 olacak sekilde karisturilmistir. Sonra bu konsantratlar tekrar bas-
langic Orune olan berrak elma suyunda oldugu gibi kuru maddesi % 12,5 olacak

sekilde saf su ile karigtirilarak elma suyu elde edilmigtir. Bu elma suyu rnek-
lerinde kuru madde, patulin, SO; ve HMF analizleri yapilmagtar.

HMF meyve sularinda indirgen sekerlerie aminoasitler arasindaki mtsi_yonlar
sonucu ortaya ¢ikmakta ve meyve suyundaki miktar: 5 mg/l'den l‘azlﬁ olmasi
duruniﬁnda baz: arastirmacilara gore kusur sayilmaktadir (Can ve Eks, 1983).
Molekul ageritklars gok farkls olmadigs icin (patulin 1542, Ry;:39; HMF 138, R;:33)
ince tabaka plakasi Uzerinde patulin ile HMF'in birhirl‘erindeh ayrilmalary ¢ok
gug olmaktadir. Ancak bu iki madde iki boyuun ince tabaka kromatografisi ile
birbirlerinden aymlabilmgktedir. Ayrica HMF'in rengi patuline gore biraz daha
kirmizi tonda olmakta, deneyimli Kisilerce patulin lekesi ile ust vste hnlnnma—

d1gs zaman farkedilebilmektedir.

Cizelge 4.6'da da goruldugu gibi rekonstituye edilen elma suyu trneklerinde
patulin miktariarinda berrak elma suyuna gore hicbir farklilik saptanmamsstar
ve patulin miktarlar: berrak meyve suyunda oldugu gibi S0z icermeyen ornekte
yine 4500 ﬁg/l, S0, iceren ornekte ise 3500 jig/1 olarak saptanmis ve buna bagh

olarak % azalma oranlarinda da bir degisme gorolmemistir.
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Cizelge 4.6 : 6000 ug/1 pa.tulin iceren ve 100 ppm SO, ilave edilen rekonstituye
elma suyu orneklerinde patulin, SO, HMF ve kuru madde miktarfar:.

Patulin] SO2

Ornek (ug/D |(ppm) | (g)

- Patulinli elma suyu 4500 | — | 125 *

Patulinli elma suyu
. 3500 | 256 |125 | »

100 ppm SO2

* . HMF saptanmamistir.

S0, miktars ise 25,6 ppm olarak belirlenmistir. $0,'in evaporasyon s:rasmda su
bubars ile uzaklastig: dosonuvlmektedir. Diger taraftan S0, icerep meyve sula-

rindan $0,'in ayrilmasi i¢in de benzer teknikler kullaniimaktadsr.

Kuru madde miktar: yukaridaki gibi ayarianan elma suyu, daha ance yikanip
temizlenmis koyu renkli siselere 180 m| (yaklasik 200 g) olacak sekilde doldusru-
lup, sigelerin agz1 tag kapak ile kapatilarak kaynar su banyosu iqerisi'nde.‘.?;o
dakika sure ile pastorize edilmigtir. Pastorizasyon isleminde siselerin tamamen
su icinde olmalarina ozen gosterilmigtir. Daha sohra sigeler mumkon oldugunca
hemen sogutulmus ve yin_e\o‘rnek‘lerde kuru madde, patulin, SO; ve HMF analiz-

leri yapilmistir. Analiz sonuglari Cizelge 4.7'de verilmistir.
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Cizelge 4.7 : 6000 ug/1 patulin iceren ve 100 ppm S0; ilave edilen siselenerek
pastorize edilmis elma suyu orneklerinde patulin, $0;. HMF ve kuru

madde miktarlar,

inde
azalma
(/)

Patulin} 802 | -4de HMF

Ornek (pg/) [ppm) | (%) {mgA)

Patulinii elmasuyu | 4500 | — | 125 Joe3tr2a03] 25,6

Patulinli elma suyu .
+ 012416210 416

100 ppm SO2

* . Baslangi¢c 6000 pg/! patulin miktarina gore

Hem SO, katilan ve hem de SO, katiimayan, siselenmis elma suyu srneklerinde
patulin miktarinda pastsrizasyondan sonra yine hicbir degisme saplanmamis ve
SO, icermeyen patulinli elma suyunda patulin miktars 4500 pg/l, S0, iceren
patulinli elma suyunda ise 3500 pg/l olarak bulunmustur. Bu arada S0, nﬁktan
da 19,3 ppm olarak belirlenmigtir. S0;'in pastorizasyon sirasinda isinun etkisiyle
buharlagip sisenin tepe boslugunda toplandig: dusunsimektedir.

Bu orneklerde HMF miktarlar: ise S0, icermeyen patulinli elma suyunda
0,63:1.2x10-3 mg/1, SO iceren patulinli elma suyunda ise 0,12%16x101 mg/1
olarak tespitkgédilmist.ir. Ortamda bulunan $O;'in HMF olusumunu belli bir duzey-
de engelledigi gorulmektedir. S0;'in enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyon-

larini engelledigi de bilinmektedir (Cemeroglu ve Acar, 1986).



Agzx kapal: giselerde bulunan pastorize elma suyu ornekleri, zaman icerisinde
patulin stabilitesini incelemek amaciyla 4 ay sureyle karanhkta ve oda sicak-
liginda tutuimuslardir. Orneklerde 2. ve 4. ay sonunda kuru madde, pauum S0,
ve HMF analizleri yapilmustir. Analiz sonuclar: Cizelge 4.8'de verilmistir. Aynca
depolama suresine bagli olarak patulinde meydana gelen azalmalar da Sekil

4.4'de gosterilmistir. Ayn1 sekilde soz' icermeyen elma suyu orneklerindeki

patulin miktarindaki azalmalar da belirtilmektedir.

Cizelge 4.8 : 6000 pg/1 patulin iceren ve 100 ppm SO, ilave edilen, oda

sicakliginda 4 ay depolanan siselenmis pastorize elma suyu

orneklerinde patulin, S0, HMF ve kuru madde miktariary

Patulin| s HMF
sirl  Ornek | 0] B | nadde
pg/) (mg/) | ()
Patutinli elma suyu {4250 | — |1.2n003| 126 56
2. Patulinti elma suyu |
AY + 1000: | 8 Jo.74:0.2§ 12,6 '
_V_ 100 ppm SOz 7L
Patulinli eilma suyu | 3000 | __ |223.010] 126 | 33.4
4.
Patulinli elma su ’
Ay + T 200 7,2 |osoto00f 126 | 943
100 ppm $02
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Sekil 4.4. : 6000 ug/! patulin iceren ve 100 ppm SO, katilmi§ elma suyu orneginde
4 aylik depolama asamasinda patulin miktarindaki azaimalar ile S0z -
icermeyen elma suyunda patulin miktarindaki azaimalar



Cizelge 4.8'de de goruldugu gibi 2 aylik depolama sonunda yapilan analizlerde
patulin miktarinda bir azalma gorulmostur. SO; icermeyen ornekie depolama
baslangicinda 4500 pg/l olan patulin miktars % 5.6 azalarak 4250 pg/l'ye
dugmustor. Patulin miktarindaki azalmanin nedeni patulinin sulu gozeltilerde
stabil olmamasidir (Pohland and Allen, 1970). Diger taraftan Acar ve Arsan da
(1988), yaptiklar: caligmada hicbirsey ilave edilmemis elma suyunda 6 aylik

depolama sonunda patulin miktarinda % 20 azalma saptamislardir.

Galismamizda baslangig patulin miktarinin 6000 pg/l cldugu gazonune alinirsa
S0; icermeyen ornekte isleme asamalari ve 2 aylik depolamadan sonra patulin
duzeyi % 29,1 oraninda azalmsstir. SO, iceren ornekie ise patulin mikiarindaki %
azalmalar 2 aylik depolamada % 715 ve bastan ilibaren ise % $3.4 dizeyinde

olmustur.

4 aylik depolama sonucunda ise orneklerde patulin miktarinin daha da azaldigt

saptanmistir. Depolama baslangicina gore S0 i;;ermeyen ornekte patulin’

miktar: %33.4 azalirken SO, iceren ornekte ise azalma % 94,3 duzeyinde olmus-

tur. Baslangi¢ degerleri gozonune alinirsa tum islemler ve 4 aylik depolama
sonucunda 50, icermeyen trnekte pa;tulin miktars % 50 azalirken, $0; igeren

ornekte % 9.7 duzeyinde azalmistir.

Bu srneklerde SO, miktars ise ikinci ay sonunda 8 ppm, 4. ay sonunda ise 72 ppm

olarak saptanmigtir.

Patulin iceren meyve sularinda ortama herhangi bir'madde katimadag haldg

bile patulin miktarmm azalmast ile ilgili diger bazi ¢aligmalar da bulunmak-

tadir.
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Scott and Somers (1968), 22 *C'da karanlikia depolanan ve 200 mg/ 50 m} patulin
iceren elma ve uzum suyu orneklerinde patulin miktariarinda 3 ay sonunda

% 20-25, 5.ay sonunda ise % 50-60 azalma oldugunu belirtmislerdir.

Wheeler et al. (1987), yaklasik 20 pg/ml patulin iceren elma ciderinin 22 “Cda |
ay sureyle. depolanmasi sonucunda patulin miktarinda degisme olmadiging

bildirmislerdir.

Acar ve Arsan (1988), elma suyunda yaptiklar: bir calismada patulin miktarin-
daki azalmanin 6 aylik depolama sonunda 350 ug/l'den 280 ug/I've % 20 olarak
acxklamnslardlr. Ayni arastirmacilar patulin iceren seftali nektarindaki azalma
oranini da 950 ug/1'den 150 pg/I'ye % 84,3 olarak bulmuslardir.

HMF miktarlar: ise patulinli elma suyu orneginde 2. ay sonunda 1,27 0,03 mg/1,
4. ay sonunda 2,23:0,10 mg/1, SO, iceren patulinli elma suyu orneginde ise 2. ay
sonunda 0,74*0,21 mg/1, 4. ay sonunda ise 0,9020,00 mg/1 olarak saptanmigtar.

Goruldugu gibi orneklerde HMF miktari depolama suresinin uzamasi ile bir artss
gostermektedir. Ancak ortamda bulunan SO; bu artigt belli bir duzeyde engelle-

yebilmektedir.

Acar ve Arsan (1988), elma sulari ve seftali nektar: ile yaptkiari denemelerds
depolama suresinin uzamasi ile orneklerde HMF miktarl_armm artugn bildir-
mektedirier. 6 aylik depolama sonucunda orneklerde HMF miktarinin arttiging
ancak ortamda bulunan C vitamininin bu konuda etkili olmadigini da agiklamis-

lardir.

Ancak bu calismada imm; orneklerde isleme ve depolama sirasinda HMF olusu-
munu incelemek olmayip, patulin ve HMF'in kromatografik ywntemierle
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tayinlerinde siklikla birbirleriyle karigtirilabilmeleri nedeniyle HMF mikta-

rini da incelemektir.

$0,'in patulin stabilitesine etkisi bu maddenin elma ham suyuna ilavesiyle ilk

anda olmus ve depolama suresinin uzamasiyla birlikte patulin miktarinda da

azalmalar gorulmostur. Elma ham suyunun 100 ppm seviyesinde kakurtlenmesi

sonucunda patulin miktarmda ilk anda 6000 pg/1'den 4500 pg/l'ye yani % 25'lik
bir azalma olmustur. Daha sonraki enzimatik durultma ve berraklasirma asama-
sindaki kayiplar ise S0, icermeyen 'gruptaki orneklerle ayni1 oranda saptanmig
ve patulin seviyesinde SO, ilavesinden dolay: onemli bir azalma gordlmemistir.
Ancak depolama asamasinda S0; iceren orneklerde patulin miktarindaki kayip-
lar artmis ve 4 aylik depolama sonunda baslangic 6000 pg/1 patulin seviyesine
gore azalma toplam % 96,7 olarak tespit edilmistir. S0;'in meyve suyundaki
patulin stabilitesi uzerine etkisi diger bazi arastirmacilar tarafindan da incelen-

mistir.

Adam 1980 yilinda gergeklestirdigi bir ¢alimada elma sularinin 100 ppm SO,
katilmass durumunda ortamdaki patulinin 40 gﬁn icerisinde % 50 oraninda
azaldigini, ayni miktar patulin iceren orneklere 200 ppm S0, ilavesi durumunda

ise 10 gunde yine % 50 oraninda azalma saptandigini bildirmistir (Woller und
Majerus, 1982).

Ough and Corison (1980), 25 mg/1 patulin iceren uzum suyuna 100 ppm SO, ilave
‘edilmesinden 15 dakika sonra patulin miktarinin 11,651,37 mg/I'ye dugteguno
saptadiklarini aciklamiglardir.
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4.2.2.500 mg/1 seviyesinde L-askorbik asit iceren elma suyunda uretim-

asamalarinda ve depolama suresinde patulin stabilitesi

L-askorbik asitin patulin stabilitesine etkisini belirlemek amaciyla Bolom
4.2.1'de belirtildigi gibi baslangic seviyesi 6000 pg/l olacak sekilde hazirlanan
patulinli elma ham suyu 3 kisma ayrilmis, birinci kisma hichirsey ilave edil-
mezken ikinci kisma 100 ppm SO, ilave edilmistir. Ucuncu kisma ise litreye 500
mg olacak sekilde L-askorbik asit katilmistir. Bu sekilde hazirlanan L-askorbik
asit iceren patulinli elma ham suyu diger iki grupta oldugu gibi ayni sekilde
elma suyu uretim agamalarindan gecirilmis ve tonce berrak elma suyu sonra
elma suyu konsantresi ve elma suyu konsantresinden de tekrar ¢lma suyu elde
edilmistir. Daha sonra Bolum 4.2.1'deki gibi siselere doldurulup agzlar tag
kapakla kapatildiktan sonra pastorize edilerek oda sicakliginda 2 ve 4 ay sureyle

depolanmislardir.

Elma ham suyuna 500 mg/l L-askorbik asit ilave edildikten sonra patulin ve L-
askorbik asit miktarlars saptanmistir. Cizelge 49'da goruldugu gibi patulinli
elma ham suyunda patulin miktar: 6000 pg/l olarak saptanirken, L-askorbik asit
ilave edilmis elma ham suyu orneginde L-askorbik asit katllimindan hemen
sonra bu miktar % 33,41uk bir azalma ile 6000 pg/I'den 4000 pg/l'ye inmistir.
L-askorbik asit miktari ise 17,3120,70 mg AA/100 ml olarak befirlenmistir.

Enzimatik durultma ve berraklastirma isleminden sonra elde edilen elma suyu
orneklerinde patulin miktarlarindaki azalma daha de artoustir. Punun sonu-
cunda L-askorbik asit icermeyen patulinli berrak elma suyunda patulin hiktﬁn

% 25'1ik bir azalmayla 6000 pg/1'den 4500 pg/l'ye diserken, L-askorbik asit ilave
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edilen berrak elma suyu orneginde patulin miktars toplam % 50'lik bir azal-
mayla 4000 pg/l'den 3000 ug/I'ye dogmuostor.

Cizelge 4.9 : 6000 pg/1 patulin iceren ve 500 mg/I L-askorbik asit ilave edilen

elma ham suyu orneklerinde L-askorbik asit ve patulin miktarlari

L-askorbik asit

Ornek (ug/1) | (mg AA/100 mi)fazalma (%)

Patulinli eima ham suyu| 6000 —

Patulinli élma ham suyv
4000 17,314¢0,70 334

+
500 mg L-askorbik asit/1

L-Askorbik asit miktar1 ise 15,840,10' mg AA/100 m! olarak belirlenmigtir. L-as-
korbik asit miktarindaki azalmanin L-askorbik asitin ortam kosullarindan (isk,

‘oksijen gibi) olumsuz yonde etkilenmesinden kaynaklandigs dusunolmektedir.

Bu arada berraklastirmadan sonra her iki ornekte de kuru madde analizi yapal-
mis§ ve her ikisinde de % 12,5 olarak bulunmustur (Cizelge 4.10).

Bu se_kilde‘:f'elde edifen berrak elma suyu Rotary evaporatorde »yukanda'
agiklandig: sekilde konsantre edildikien sonra konsantrat tekrar kurv madde
miktars % 125 olaca,k sekilde saf su ile karisurilarak rekonstiluye elma suyb

ornekleri hazirlanmastir.
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Cizelge 4.10 : 6000 pug/! patulin iceren ve 500 mg/l L-askorbik asitilave edilen
berrak elma suyu orneklerinde patulin, L—‘askorbik asit ve kuru

madde miktarlary

. . .. . | Kuru | Patulinde|Patulinde
oo [Pensinlekorbi ot | i cimg. | anma
(ng /) (%) | (R ] {n)#s
Patulinii berrek elmasuyu | 4500 — 125 25 25
—2
Patulinli berrak elma suyu , ,
A + 30001 15,84: 0,10 1231 S50 23
500 mg L-askorbik asit/l

* :Baglangic 6000 ug/! patulin miktarina gore
** :Sadece enzimatik duruitma ve berraklastirma isleminde gorulen
azalma

Cizelge 4.11'de de goruldugu gibi bu orneklerde yapilan patulin analizleri
spnucunda patulin degerinde herhangi bir degisiklik gorulmemigtir. Patulinli
elma suyunda patulin miktar: 4500 pg/l, L-askorbik asit katilmis elma suyu
orneginde ise 3000 g/l olarak belirlenmistir. Kuru madde degerleri ise yine her

iki ornekte de % 125 olarak saptanmistir.

L-askorbik asit miktar: ise 4,4720,10 mg AA/100 ml olarak belirlenmistir. L-
askorbik asit miktarindaki bu azalmanin evaporasyon islemi sirasinda uyguld-

nan sl islemden de kaynaklandigi dusunulmektedir.



Cizelge 4.11 : 6000 pg/1 patulin iceren ve 500 mg/1 L-askorbik asit ilave edilen
rekonstituye elma suyu érneklerinde patulin, L-askorbik asit ve

kuru madde miktariar:

* . HMF saptanamamistir.

100 ppm duzeyinde SO, ilave edilen elma suyu orneklerinde oldugu gibi 500 mg/1
L-askorbik asit katilan elma suyu orneklerinde de patulin miktarinda konsan-
trasyon strasinda bir azalma olmadigs gorulmektedir. Patulin ozellikle dusuk pH
degerlerinde 1s1ya kars: bir direng gostermektedir. Pohland and Allen (1970) ve
Lovett and Peeler (1973), patulinin 125 "C'da bile stabil oldugunu bildirmek-
tedirler (Frank, 1980).

Diger taraftan Scott and Somers (1968), meyve sularinda 80 “C'da ve % "Cda
patulin miktarinda 10 ve 20 dakika sonunda onemli duzgeyde azalmalar saptamig-

lardir (Woller und Majerus, 1982).

Rekonstituye elma suyu ornekleri koyu renkli sigelere 130 mi (yvaklagik 200 g)
doldurulduktan sonra agzlar: tag kapak ile kapatilarak kaynar su banyosunda

30 dakika pastorize edilmislerdir. Pastorizasyon islemini takiben siseler mumkon

r
. _ ; ; Euru JHME
brnek Patulin | L-askorbik asit madde |mem
(ng/1) |(mg AA/100 ml) (%)
Patulinli elma suyu | 4500 — | 125 %
i
Patulinli elma suyu | .
500 OO + N 3000 4,47+0,10 1251 =
mg L-askorbik asi -
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oldugunca kisa surede sogutulduktan sonra orneklerde kuru madde, patulin,
HMF ve L-askorbik asit analizleri yapilmigtir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12 : 6000 ug/1 patulin iceren ve 500 mg/1 L-askorbik asit ilave edilen,

siselenerek pastorize edilmis elma suyu orneklerinde patulin, L-

askorbik asit, HMF ve kuru madde miktarlari

. Kuru
: Patulin| L-askorbik asit HMF
Ornek wg/) | (mg Aa7100m| (mgn) "ﬁ‘f
Patutintielmasuyu 4500 | —  bs3szndYyss

Patulinli elma suyu
A 3000 | 3464005 o226 199 125

500 mg L-askorbik asit/1

Cizelge 4.12'de de go'ruldugu gibi pastorize edilmis elma suyu orneklerinde de
patulin miktarlarinin ayni kaldig1 gorulmustor. L-askorbik asit ilave edilmemis
elma suyu orneginde patulin miktar: 4500 ug/1, L-askorbik asit iceren elma suyu
orneginde ise 3000 ug/l olarak sabit kalmistir.

Bu arada orneklerde HMF analizi de yapilmis ve patulinli elma suyu orneginde
0,6341,2x10-3 mg/l, L-askorbik asit iceren patulinli elma suyu orneginde ise
0.52:2,6x10"3 olarak belirlenmistir.

Bu gekilde pastorize edilen elma suyu ornekleri, ptitulinin zaman icérisindeki
stabilitesinin incelenmesi amaciyla karanlikta ve oda sicaklsginda 4 ay sureyle

depolanmislar ve bu sure icerisinde Orneklerde 2. ve 4. ay sonunda kuru madde,
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patulin, HMF ve L-askorbik asit analizleri yapiimistir. Analiz sonuglar: Cizelge

4.13'de verilmistir. Ayrica depolama suresine bagli olarak patulin miktarinda

meydana gelen azalmalar da Sekil 4.5'de gosterilmistir.

Cizelge 4.13 : 6000 pg/{ patulin iceren ve 500 mg/! L-askorbik asit ilave edilen

oda stcakliginda 4 ay depolanan seselenmis pastorize elma suyu

orneklerinde patulin, L-askorbik asit, HMF ve kuru madde miktar-

fart

Patutin |L-askorbikasit | HME | pury |Pepolemede
Siire Ornek patulinde
(ug/1) |(mg AA/100m1)| (mg/) nn(a:;b azsima (%)
Patulinii elma suyu | 4250 — 1,26:0,03 112,6 56
2 Patulinii elma suyu
Ay + 500 | 0,11:0,04 [191:030 12,6 | 83.4
ﬁsm:ng L-askorbik asit
. Patulinii eimasuyu | 3000 —_— 223+01012,6 | 33.4
Patulinli elma suyu
A + 60 :
7 500 mg L-askorbik asit * 2181002 12,6 | 98

* . L-askorbik asit saptanamamigtir.

Cizelge 4.13'de de goruldugo gibi depolama suresinin uzamasina bagh olarak

patulin miktarinda 6nemli oranlarda azalmalar saptanmistir. L-askorbik asit

icermeyen patulinli elma suyu orneginde 2. ay sonunda patulin miktar: 4500

ug/l'den 4250 pg/l'ye, baslangic miktars 6000 pg/l'ye gore % 291, depolama

baslangi¢ miktarina gore ise % 5,6'lik bir azalma saptanmustir. Buna karsiik
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Sekil 4.5 : 6000 pg/1 patulin iceren ve 500 mg/1 L-askorbik asit katilmss eima
suyu orneginde 4 aylik depolama agamasinda patulin mikiarindaki
azalmalar ile L-askorbik asit icermeyen elma suyunds patulin



L-askorbik asit ilave edilmis 6rnekte ise bu azalmalar 6000 pg/I'den 500 pg/l'ye
% 91,7 ve depolama baslangic degeri 3000 pg/I'yve gore % 8£3.4Iok bir azalma
belirlenmistir. Bu aﬁlmala.r 4. ay sonunds daha da artarak L-askorbik asit icer-
meyen patulinli elma suyu drneginde baslangic miktarina gore 6000 pg/I'den
3000 ug/I've % 50 oraninda, depolama baslangic degerine gore ise % 33.4 ora-
ninda bir azalma olmustur. L-askorbik asit ilave edilen ornekte ise 4. ay sonun-
daki azalma baslangic degeri 6000 pg/l'den 60 pg/I'ye % 99, depolama baslangsc
degeri 3000 ug/l'den 60 ug/l've % 98 oraninda gerceklesmistir.

L-askorbik asit miktar: 2, ay sonunda 0,1120,04 mg AA/100 ml olarak tespit edil-
mis, 4. ay sonunda ise elma suyu trneginde L-askorbik asit saptanamamistar.

HMF miktari, L-askorbik asit icermeyen meyve suyu trneginde 2. ay sonunda
1,2620,03 mg/l, 4. ay sonunda 2,2320,10 mg/l, L-askorbik asit iceren elma suyu
orneginde ise sirastyla 1,9120,30 mg/1 ve 4. ay sonunda da 2,1820.02 mg/| olarak
belirlenmistir. Orneklerin kuru madde degerleri ise % 12,6 olarak saptanmistir.

Bu konuda yapilan diger bir caliymada Brackett and Marth (1979 a), 300 pg/I
patulin iceren elma suyuna % 5 oraninda C vitamini eklenmesi sonucu 8§ gonde
patulinin yaklasik % 90'n1q parcalandiging aciklamaslardar.

Acar ve Arsan (1988), 500 mg/1 L-askorbik asit ilave edilmis, 1000 pg/I patulin
iceren elma suyu orneklerinde 6 aylik bir depolama sonunda patulin saptanama-
digins, ayni sekilde hazirlanan seftali nektarinds ise 6. ay sonunda patulinin 50
ng/l'ye dostugung bildirmislerdir. |

Orneklerde tom islem asamalarinin ve uygulamalarin etkileri incelenecek
olursa, Cizelge (4.1, 42, 4.3, 4.4, 45, 46, 47, 48, 49, 410, 4.11, 412, 4.13) ve Jekil
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(4.1, 42, 4.3, 4.4, 45)'de goruldogu gibi elma suyu Oretim asamalarinda patulin
stabilitesine en 6nemli etkinin enzimatik durultma ve berraklasirma asama-
sinda oldugu gorolmustor. Calismada her O¢ grup ham elma suyv trneginde de
enzimatik durultma ve berraklastirma islemi sonunda patulm miktariarinda
yaklagik % 25 gibi olduk¢a 6nemli bir oranda azalma saptanmistsr.

Acar ve Arsan (1988), bu konuda yaptiklars bir calismada 900 ug/l ve 700 pg/1
patulin iceren elma ham suyunda enzimatik durultma ve berraklastirma sonra-
sinda patulin miktariarinin sirasiyla 350 pg/l ve 150 pg/f'ye dostogonu belirt-
mislerdir.

Kaynar su banyosunda 30 dakika sure ile uygulanan pastorizasyon islemi
sonunda ise gruplardaki elma suyu orneklerinin yani $0,, L-askorbik asit iceren
orneklerin hicbirisinde patulin miktarinda azalma saptanamamstir. Bu konuda
yapilan benzer calismalarda farkls sonucglar alinmustir.

Lovett and Peeler (1973), pH degeri 3.5 olan ve 100-150 pg/1 patulin iceren sulu
cozeltinin 25 "C'da 268 dakika tutulmas: sonucunda patulinin % 90 dozeyinde
azaldigini bildirmigtir.

Wheeler et al. (1987), farkl: sicaklik ve sorelerdeki pastorizasyon uygulamalary
sonucunda patulin stabilitesini arastirmislar ve sonucta 70 *Cda 10 saniye so-
reyle pastorize edilen elma ciderindaki patulinin szalma oranini % 7, 60 ‘Cda
ve 10 saniyede % 12, 80 *C'da ve 10 saniyede % 19, 90 *Cda ve 10 dakikeds % 15
olarak saptediklarins bildirmiglerdir.

Acar ve Arsan (1988), laboratuvar kosullarinda elde edilen, higbirgey ilave
-edilmemis elma suyu dornegindeki patulin miktarininin, kaynar su banyosunda
20 dakika sure ile pastorize edilmesi sonucunda degismedigini aciklamislarder.
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Buna karsilik L-askorbik asit ilave edilen ornekierde pasitrizasyonun patulin
miktarini % 33,3 oraninda azalttsgins bildirmislerdir.

Ayrica ayni sekilde yapilan ve 500 mg/1 L-askorbik asit iceren ve icermeyen
seftali nektars orneklerinde de patulin miktarinda pastirizasyon islemi sonunda
herhangi bir azalma saptanmadigini belirtmislerdir.

Calismamizda patulin miktarindaki azalmalar tzellikle depolama asamasinda
ortaya ¢ikmis ve depolama sures{nin uzamasina bagls olarak patulin miktarinda
onemli oranlarda azalmalar gozlenmigtir.

Analiz sonuglarindan da goruldugu gibi hem S0, hem de L-askorbik asit elma

suyundaki patulin stabilitesini onemli olcode etkilemektedir. Ancak bu madde-

lerin patulin ile reaksiyona girdikten sonra olusan yeni 0rvnler ve bunlarin
toksisitesi konusunda yeterli calismalar hentz yapilmadigindan ve bu konu
calismanin cercevesi disinda oldugundan bu yontemin patulin iceren elma sula-

rinda uygulanmas: 6nerilememektedir.
4.3. Uzum Suyunda Patulin Stabilitesinin Incelenmesi

Calismada 0zum suyunda patulin stabilitesinin incelenmesi amaciyla piyasadan
saglanan saglam 0zOmlerin tanelerinin herbiri salkim Ozerinde iken
Penicillium expsnsumile ssilanarak 27 “Cda 7 gun stre ile inkobe edilmislerdir.
Sure sonunda koflenen 0zomlerden 6n deneme icin Uzom suyu elde edilmis ve
yapilan patulm analizi sonucunda patulin miktar: yaklasik 1200 pg/l olarak
tespit edilmistir. Diger taraftan bu sOre 2arfinda OGzOmlerde yuzey mikro-

floralarindaki mayalarin etkisiyle alkol fermentasyonu da bagladidindan -

0z0mler meyve suyuna islenemiyecek bir hal almislardir. Inkubasyons devam
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edildiginde en fazla 2000 pg/1 duzeyinde patulin saptanmis ancak vzbmler tama-

men bozulmustur.

Boylece patulin olusumu i¢in asilanmis 0zumler fermente olduklarindan ¢zum
suyuna islenme niteliginde olmadiklari gibi, yuzeyinde dogal olarak bulunan
mayalar nedeniyle alkol fermentasyonu sonucu kufler tarafindan olugturulan
patulin de parcalanmis ve ktflenmis vzumlerde, calismada 6nceden belirlenmis
oranda yani 6000 pg/! seviyesinde patulin de saptanmistir.

Harwig et al. (1973 a)'da Saccharvmyces ellipsoidous, Saccharvmpues corovisiae
Y-99 ve S.cerevisiae MAC Y2947 susu ile asilanan ve 25 "Cda 2 hafla sure ile
fermente edilen elma sulari 6rneklerinde sire sonunda ¢ok az veya tespit edile-
mez miktarda patulin oldugunu bildirmislerdir.

Burroughs (1977), iki farkls Saccharomyces cerevisiae susu ile sentetik ortamda
gerceklestirdigi 3 gunluk fermentasyon sonunda patulinin ancak % 3-10'nun
geri tayin edilebildigini belirtmistir.

Stinson et al. (1978), 15 mg/! patulin iceren elma sularinin mayalar tarafindan
23-25 "C'da ve 10-14 gun sureyle fermente edilmesi sonucunda ortamdaki patuli-
nin % 99'nun parcalandifing saptamislardir.

Ough and Corison (1980), 25 mg/l patulin iceren vzum sularinda Saccharvayces

cerevisige U.CD 522 susunun 15 ‘Cda gen;eklasurdngl fermenusyon sonucunda
patulin miktarinin 0,112:0,018 mg/1 olarak saptadikiarini blldlrmnslerdxr

Altmayer et al. (1982), 6zom sirasinin 100 mg potasyum pirosolfit/l seviyesinde
kukortlenmesi ve Secchgromyces cinsi mayalar tarafindan fermente edilmesi
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ile ortamdaki patulinin azaldigini belirtmislerdir. Aragtsrmacilar bu reaksiyon-
un oda sicakliginda ve birkac haftada gerceklestigini bildirmislerdir.

Sonug olarak Pexpansumile asilanan vzumlerde patulin olusumu icin uvygula-
nan inkobasyon sonucunda fermentasyonun etkisivie baslangic deferi ofarak
saptanan 5000-6000 pg/l duzeyinde patulin olusturulamadigs gibi fermentasyons
ugramis 6zomler de 0zUm suyu Gretimi icin uygun 4zellik gostermediklerinden

denemelere devam edilememistir.
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5. SONUC

Bu galigmada SO, ve L-askorbik asit ilave edilmis, pH degeri 3.96 olan Mclivaine
tampon g¢ozeltisi ile laboratuvar kosullarinda hazirlanmis elma suyu ornek-
ferinde patulin stabilitesi incelenmistir. Daha sonra tampon g¢iézeltide patulin,
SO, ve L-askorbik asit, elma suyu drneklerinde ise patulin, S0, L-askorbik asit
ve kuru madde analizleri yapilmistir.

Boton orneklere iliskin olarak elde edilen arastirma sonuclari asagida
verilmistir:

a) Tampon gozeltide L-askorbik asitin patulin stabilites‘uie etkisinin $0,'den daha
fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica S0,'in etkisinin konsantrasyona bagli oldugu
ve konsantrasyonun artmasi sdnucunda buna bagl olarak patulin miktarindaki
azalmalar da artmistir.

b) Kokurtlenmis ve L-askorbik asit ilave edilmis tampon cozeltilerde strenin
uzamast ile patulin miktarinin azaldi§1 saptanmigtar.

¢) Elma suyu Oretim agamalarinda, patulin miktarindaki en fazla szalma enzi-
matik duruitma ve berraklastirma asamasinda olmustur. Buna karsilik konsant-
rasyon ve pastorizasyon islemleri patulin miktarinda herhangi bir ezalmaya
neden olmamigtir.

d) Elma sularinin depolanmalar: sirasinda depolama sGresinin uzamast ile
birlikte patulin miktarinda da 6nemli oranlarda azalmalar olmus ve bu azaima
oranlari kukortienen drneklere gore Lﬁﬁdﬁ asit iceren elma sularinda dahs
fazla olmustur.

68



69

e) Uzum sularinda patulin olusumu ile birlikte syns: zamanda vzomlerde dogal
olarak bulunan mayalarin neden oldugu alkol fermentasyonu sonucunda, dene-
mede onceden belirlenen miktarda patulin clusumu saglanamamisisar ve zomler
meyve suyuna islenemiyecek sekilde fermente olmuslardir.
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