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Mikotoksinler; tarlada, depolama esnasinda ya da daha sonraki 1s1 ve nem agisindan
uygun kosullar altindaki gida zincirinde yer alan Aspergillus, Penicillium ve Fusarium vb
cinslerin bazi tiirleri tarafindan iretilen ikincil metabolitlerdir. Gida ve yemlerin
mikotoksinler ile bulasmasi insan ve hayvan sagligi acgisindan ¢ok Onemli bir risk
olusturmaktadir. Mikotoksinler ile bulagsmis gida ve yemlerin tiiketilmesinden sonra insan
ve hayvanlar i¢in akut ya da kronik zehirlenme ve viicutta bazi hasarlarin olusumuna sebep
olabilmektedir. Bu zararlara ilaveten mikotoksinler iiretim yapilan iilkelerde ¢ok biiyiik
ekonomik kayiplarin meydana gelmesine neden olmaktadir. Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar

Yonetmeliginde Aflatoksinler (B1, B2, Gi1, G2, M1), Okratoksin A, Zearalenon, Fumonisinler



(B1, B2), Patulin, Deoksinivalenol olmak iizere toplam 11 adet Mikotoksin metaboliti igin

maksimum residu limitleri (MRL) verilmistir.

Bu mikotoksinlerden olan patulinin, ¢iiriimiis elmalarin islenmesiyle iiretilen elma
sularindaki patulin derisimi ¢ok yiiksek sevide olabilmektedir. Patulin genellikle
Penicillium, Aspergillus ve Byssochlamys cinsindeki bir dizi kiif tiirii tarafindan {iretilen
ikincil bir metabolittir. Patulin bir¢ok kiifli meyve, sebze, tahil ve diger gidalarda bir
kirletici olarak tespit edilmistir. Baslica bulasma kaynaklar1 elma ve elma iiriinleridir. ithalat,
ihracat ve piyasa denetimi esnasinda yoOnetmelikte belirtilen {iriinlerde patulin analizinin
yapilma zorunlulugu vardir. Patulinin ¢esitli analiz metotlar1 kullanilmak stiretiyle analizi
yapilmaktadir. Diger mikotoksinler gibi patulin i¢in yapilacak miktar tayini analizlerinde
analitik kalibrasyon standartlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tezde, patulinin analitik

kalibrasyon standard1 iiretimi i¢in ¢alismalar yapilmistir.

Yapilan bu ¢alismada dogal olarak ciiriitiilmiis elmalarda olusan kiif tiirleri ilk olarak
renklerine gore izole edilmeye caligilildi ve bu renklere gore kodlandi. Renklerine gore izole
edilen bu kiif tiirleri daha sonra MALDI-TOF/MS yontemi kullanilarak teshis edildi. Bu
analiz sonucunda kodlanan kiiflerin, Penicillium chrysogenum, Penicillium digitatum,
Penicillium expansum, Penicillium italicum olduklar tespit edildi. Bu kiif tiirlerinden, P.
chrysogenum, kirmizi elmalarda 13.48 mg/kg, sar1 elmalarda 45.91 mg/kg ve yesil elmalarda
25.07 mg/kg patulin iiretti. P. expansum  kirmizi elmalarda 24,47 mg/kg, sar1 elmalarda
49.80 mg/kg ve yesil elmalarda 28.22 mg/kg patulin tretti. Kif tiirleri igersinde en fazla
patulin iiretimini P. expansum yapti. P. digitatum, kirmizi elmalarda 8.36 mg/kg, sar
elmalarda 10.83 mg/kg ve yesil elmalarda 9.48 mg/kg patulin tiretti. Kiif tiirleri igersinde en
az patulin tretimini P. digitatum yapmustir. P. italicum, kirmizi elmalarda 4.68 mg/kg, sar1
elmalarda 22.40 mg/kg ve yesil elmalarda 8.50 mg/kg patulin tiretti. Literatiirde P. italicum’
un patulin iiretimi ile ilgi bir ¢alismaya rastlanmadi. Farkli elma tiirlerine gore (kirmizi, sart,
yesil) patulin iiretme kapasitesine bakildiginda genel olarak siralama sar1 > yesil > kirmizi
seklinde oldugu goriildii. Fakat baz1 durumlarda yesil elmalarda patulin miktarinin fazla
oldugu goriildii. Genel olarak kirmiz1 elmalarda patulin miktarmin diisiik oldugu, sar1 ve
yesil olanlarda daha yiiksek oldugu goriildii. Calisilan elma tiirleri, Glimiishane ve Erzincan
yerel elma tiirleridir. Bu elmalardan kiifler izole edilerek tiirleri tespit edilen bu kiiflerin
iirettikleri patulinin ¢esitli kromatografik yontemler kullanilarak analizi yapildi. Uretimi

yapilan patulinin HPLC ile kontrolii yapildiginda safligt > 98.0 % olarak tespit edildi.



Yapilan bu tez calismasinda izlenilen yontem ile analitik kalibrasyon standardi

kullanilabilinecek saflikta patulin tiretimi gerceklestirildi.

Anahtar Kelimeler: Analitik standart, Mikotoksin, Patulin, Penicillium chrysogenum,

Penicillium digitatum, Penicullum expansum, Penicillium italicum
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Mycotoxins; They are secondary metabolites produced by some species of
Aspergillus, Penicillium and Fusarium, etc. in the food chain, which are in the field, during
storage, or later under favorable conditions for heat and humidity. Contamination of food
and feed with mycotoxins poses a very important risk for human and animal health. After
consuming food and feeds contaminated with mycotoxins, it may cause acute or chronic
poisoning and some damage to the body for humans and animals. In addition to these losses,
mycotoxins cause huge economic losses in the countries of production. In the Turkish Food
Codex Contaminants Regulation, maximum residual limits (MRL) are given for a total of 11
Mycotoxin metabolites including Aflatoxins (Bi1, B2, Gi1, G2, Mi), Ochratoxin A,

Zearalenone, Fumonicins (B1, B2), Patulin, Deoxynvalenol.

Vil



Patulin concentration from these mycotoxins can be very high in the apple juice
produced by processing rotten apples. Patulin is a secondary metabolite usually produced by
a number of mold species in the genus Penicillium, Aspergillus and Byssochlamys. Patulin
has been identified as a contaminant in many moldy fruits, vegetables, grains and other
foods. The main sources of contamination are apples and apple products. Patulin analysis is
mandatory for products specified in the regulation during import, export and market control.
Patuline is analyzed by using various analysis methods. Analytical calibration standards are
needed in the assay analysis for patulin like other mycotoxins. In this thesis, studies were
carried out for the production of the analytical calibration standard of patulin.

In this study, the types of mold formed in naturally rotten apples were first tried to
be isolated according to their color and coded according to these colors. These mold types,
which were isolated according to their color, were subsequently diagnosed using the
MALDI-TOF / MS method. As a result of this analysis, the coded molds were determined
to be Penicillium chrysogenum, Penicillium digitatum, Penicillium expansum, Penicillium
italicum. Of these mold species, P. chrysogenum produced 13.48 mg/ kg in red apples, 45.91
mg / kg in yellow apples and 25.07 mg / kg in green apples. P. expansum produced 24.47
mg / kg of red apples, 49.80 mg / kg of yellow apples, and 28.22 mg / kg of patulin in green
apples. P. expansum produced the most patulin production among mold species. P. digitatum
produced 8.36 mg / kg in red apples, 10.83 mg / kg in yellow apples and 9.48 mg / kg patulin
in green apples. P. digitatum produced the least amount of patulin in mold species. P.
italicum produced 4.68 mg / kg in red apples, 22.40 mg / kg in yellow apples and 8.50 mg /
kg in green apples. There is no study related to the production of patulin of P. italicum in the
literature. Considering the capacity of producing patulin according to different apple types
(red, yellow, green), it was seen that the ranking was generally yellow> green> red.
However, in some cases, the amount of patulin was observed in green apples. It was seen
that the amount of patulin was low in red apples and higher in yellow and green ones. The
apple types studied are local apple types in Giimiishane and Erzincan. The molds of these
molds, which were identified by isolating molds from these apples, were analyzed using
various chromatographic methods. When the produced patulin was checked by HPLC, its
purity was determined as 98.0%. The produced patulin was obtained purely using the method

I used in my thesis and produced as an analytical standard.
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Tarim {iriinleri ve gidalar, igerisinde birgok mikroorganizmay1 dogal olarak ihtiva eder
ya da cevresel etmenlerden dolayr bu mikroorganizmalar tarafindan kontamine olurlar. Bu
mikroorganizmalardan bazilari (6zellikle kiif olugturanlar ) iirlinlerde hastalik yapici etkiler
meydana getirebileceklerinden biiyilk 6nem arz ederler (Celik, 2008). Kiifler, yiizey
tizerinde ve bitki, gida, kuru yaprak veya hayvan kaynakli hemen hemen tiim maddelerin
icinde biiyiiyen uzun filamentlerden olusan mikroskobik olarak kii¢iik bitki benzeri
organizmalardir (Nwakanma ve Unachukwu, 2017). Bu mikroorganizmalarin iirettikleri
baz1 kuf tiirleri, zaman zaman kontamine ettikleri turiinlerin tadini, kokusunu ve uriiniin
kimyasal yapisin1 bozarak bu iriine ¢esitli hastalik yapici ozellikleri bulunan ikincil
metabolitleri (mikotoksinler) olusturmasina neden olabilirler_(Sabuncuoglu vd., 2008;
Karaca, 2006).

Mikotoksinler kiifler tarafindan {iretilen, ugucu olmayan, nispeten diisiik molekiiler
agirlikl, oldukea toksik bilesiklerin bir sinifin1 olusturan sekonder metabolitlerdir (Barreira
vd., 2010; Brase vd., 2009). Kiiflerin gelisimi i¢in gerekli olmadiklarindan sekonder
metabolit olarak degerlendirilmekte olup, basit bir ifadeyle birincil metabolik siire¢lerin bir
tirtiniinii teskil etmektedirler (Brase vd., 2009). Mikotoksinlerin kimyasal yapilar1 olduk¢a
karmagik ve gesitlidir (Roseanu vd., 2010). Literatiire gore kiif tiirleri tarafindan tiretilen
500°den fazla ¢esit mikotoksin oldugu bilinmektedir (K&ppen vd., 2010). Bu son derece
toksik metabolitler, insan ve hayvanlarda hastalik veya 6liim gibi ciddi saglik problemlerine
neden olabilmektedir (Karaca, 2005). Mikotoksinlerin fonksiyonlar1 agikca
belirlenememistir; fakat bu toksinlerin ayni ¢evrede bulunan diger mikroorganizmalari
ortadan kaldirmakla ilgili bir rol oynadiklari, ayrica parazitik kiiflerin konak¢1 dokularim
istila etmelerine yardimci olduklar diistiniilmektedir (Brase vd., 2009). Mikotoksinler,
timor olusumunu veya hizli 6liimii tetikleyebileceginden kiiflerin insanlarda kanser
olusturma tiizerine etkisi, 1960’lardan itibaren yogun arastirma konusu haline gelmistir
(Brase vd., 2009). Laboratuvar hayvanlari ile yapilan deneyler, bu mikotoksinin zararh
etkilerinin, pulmoner ve beyin 6demi ve karaciger, dalak, bobreklerdeki kanama ile

karakterize olan immiinosupresyon ve zehirlenmeyi icerdigini gostermistir (Padua vd.,



2005). En ¢ok arastiritlan mikotoksinler Aspergillus, Alternaria, Claviceps, Fusarium,
Penicillium, Stachybotrys ve Myrotechium cinslerine ait tiirler tarafindan tretilmektedir
(Brase ve ark. 2009). Mikotoksinler, bu kiiflerin hif ve sporlarinda olugsmaktadir (Képpen
vd., 2010). IUPAC ismi 4-hydroxy-4H-furo[3,2-c]pyran-2(6H)-one olan Patulin proteinlerin
stilfidril ve amino gruplarina kars1 oldukga reaktif olan, suda ¢dziinebilir, f-doymamius,
toksik bir laktondur (Hayes vd., 1979). Patulin, ilk Once genis spektrumlu antibiyotik
Ozelliklere sahip bir bilesik olarak c¢alisildi. Ancak sonraki arastirmalar, mutajenik,
immiinotoksik, nérotoksik ve gastrointestinal sistem iizerinde olumsuz etkilere neden olan
patulin'deki toksikolojik 6zellikleri gésterdi ( Claude vd., 2008) Patulin, Penicillium tiirleri
disinda Aspergillus, Saccharomyces, Byssochlamys cinslerinin ¢esitli suslari tarafindan
tiretilmektedir (Bonerba vd., 2010). Patulin iiretici mikroorganizmalarin basinda gelen
Penicillium expansum izolatlarinin tiimii %100 patulin ireticisidir (Morales vd., 2010). P.
expansum, yiizeyleri hasar géormiis meyvelerle alakali bir kiif olarak tanimlanmakla birlikte
elmalarda mavi kiif ¢iiriimelerinden sorumlu, Patulin iiretme yeteneginde olan kiifler
arasinda en 6nemli ve en ¢ok karsilasilan tiirdiir (Tangni vd., 2003; Welke vd., 2010; Lawley
vd., 2008). Bu tiir, psikrofil 6zellik gostermekte olup 0 °C’de oldukga iyi gelismekte; fakat
ayni zamanda -2 ila -3 °C’de de gelisme gostermektedir. Bu tiir i¢in optimum gelisme
sicaklign 25°C, maksimum gelisme sicakligr ise 35 °C’dir (Morales vd., 2010). Patulin
tretimi, en yiiksek 21 °C’de olmak lizere P. expansum gelisimine izin veren 0-30 °C’yi
kapsayan her sicaklikta gézlenmistir (Moake vd., 2005) Patulin, gesitli meyvelerde 6zellikle
de elmalarda ve elmadan yapilmis iiriinlerde bulunmaktadir (Kogkaya vd., 2009). Patulin,
cogunlukla P. expansum’un etkisiyle ¢iirliyen, ozellikle de topraga diismiis elmalarda
bulunmustur (Paterson vd., 2000). Bu mikotoksin, dogal olarak elma, elma suyu ve islem
gérmiis veya gormemis kayisi, liziim, greyfurt, seftali, armut, muz, ananas, ¢ilek, erik,
domates, frenk iizlimii, ¢ay lizimii, ahududu, nektarin, beyaz ve karadut, portakal, kavun,
karpuz, kiraz gibi ¢esitli meyvelerde, biber, salatalik, havug, yer elmasi gibi sebzelerde, sert
kabuklu yemisler, bira, sarap, ekmek, yem, peynir, zeytin, et {iriinleri ve tahillarda
bulunmustur (Dombrink-Kurtzman, 2006; Gékmen vd., 1998; Karaca, 2005; Li vd., 2007;
Moake vd., 2005; Silva vd., 2007). Elma siras1 gibi iirlinlerin genellikle Patulin igermedigi
ileri siirtilmesine ragmen Patulinin elma sirasinda bulundugunu gosteren bazi ¢aligmalarin
mevcut oldugu belirtilmistir (Speijers, 2004). P. expansum’un Patulin tiretimi i¢in, elma ve
elma trtinleri mitkkemmel substratlardir (Barreira vd.,. 2010). Meyvelerde, sebzelerde ve

bunlardan elde edilmis {iriinlerde patulin iiretimi su aktivitesi, sicaklik, pH ve meyvelere



Ozgii diger kimyasal 6zellikler gibi faktorlere baglidir (Moake vd., 2005). Kiiflii, ¢lirlimiis
ve zarar gormiis elmalarin tiretimden once yikanmasi ve ayiklanip atilmasi islemleri elma

sular1 ve elmalardan iiretilen diger iirtinlerde patulin seviyesinin diisliriilmesine 6nemli

6l¢iide yardimcei olabilmektedir (Tha vd., 2008; Lawley vd., 2008; Spadaro vd., 2007).

1.2. Mikotoksinlerin Olusumu ve Bunu Etkileyen Faktorler

Mikotoksinler, Aspergillus, Penicillium, Alternaria ve Fusarium cinsine bagl kiifler
tarafindan tretilen ikincil metabolitler grubunda olan toksik kimyasal bilesiklerdir. Bu
cinslerden ilk {i¢ siradakiler ozellikle meyvelerdeki mikotoksin iiretiminden &nemli
derecede etkilidirler. S6z konusu bu kiifler meyve bozulmasinda biiyiikk oranda
sorumludurlar. Gida ve yem endiistrisininde iiretim yapan, toplayan, depolayan, isleyen
veya kullanan herhangi bir zincir i¢in 6nemli mali kayiplardan sorumludur. Ekonomik
kayiplara ek olarak, Penicillium spp., Aspergillus spp. ve Alternaria spp. insan sagligini
ilgilendiren mikotoksinleri iretirler. En yaygin mikotoksinler, Patulin, Aflatoksinler,
Okratoksin A, Deoksivinelenol, Zeralenon, Fumonosin, Alternaria toksinleri'dir. Gidalarin
kiif bulasmasini kontrol etme c¢abalarina ragmen, mikotoksin iireten kiifler doganin her
yerinde bulunabilen bulasanlardir. Tarla, meyve bahgesinde, hasatda, islemede, depolamada
ve pazarlama sirasinda herhangi bir zamanda bulasabilirler. Cogu gida, kiif veya mikrobiyal
bozulmay: miisaade eden kimyasal ve/veya fiziksel 6zelliklere sahiptir. Ozellikle meyveler
yiiksek su aktivitesi sahip olmasi (aw), seker igeriginden dolay1 ve organik asitlerin varlig
sebebiyle mikrobiyal bozulmadan ziyade kiiflere kars1 hassastir (Tournas ve Katsoudas,
2005).

Toksin iireten kiiflerin tahilda, meyvede vb. yerlerde bulunmasi, mikotoksinlerin
mevcut olacagl anlamina gelmez, ¢iinkil toksin iiretimi, ¢evresel kosullar, {iriiniin tipine,
cesidine ve beslenme durumuna, iirtiniin mikrobik yiikii ve susu gibi bircok faktére baglhdir
(Drusch ve Ragab, 2003; Sanchis ve Magan, 2004).

Yiyeceklerin ve iceceklerin kiiflenmesi, endiistri i¢cin 6nemli gelir kayiplarina neden
olmaktadir. Ayrica kiiflenme, bu kiifler tarafindan mikotoksin veya alerjen {iretimi nedeniyle

gida giivenligi sorunu da olusturabilmektedir ( Rico-Munoz vd., 2019).



1.2.1. Patulin

Patulin, Penicillium, Aspergillus ve Byssochlamys dahil olmak tiizere gesitli
cinslere ait kiifler tarafindan tretilen diisiik molekiil agirlikli a, B-doymamis y-laktondur.
Patulin, armut, ¢ilek, mango, erik, kayis1 ve domates de dahil bir¢ok kiiflii meyvede ortaya
cikabilse de, patulin bulasmasinin ana kaynagi, ¢iiriik elma ve kiiflii meyveden preslenmis
elma suyudur. Penicillium expansum'un elma firiinlerinde patulin'e katkida bulunan baslica
mantar tiirleri olduguna inanilmaktadir. Patulin, akut toksik (Dailey ve digerleri, 1977),
genotoksik, teratojenik (Dailey vd., 1977; Roll vd., 1990) ve hayvanlarda muhtemel
immiinotoksik etkileri bulunmaktadir (Sorenson vd, 1985). Bu muhtemel etkiler ve bu
etkilerin arastirildigi calismalar Tablo 1.2°de 6zetlenmistir ( Moake M., vd., 2005 ).
Gilinlimiize kadar yapilan c¢aligmalarda patulinin kanitlanmis bir toksikolojik veya
epidemiyolojik zarar1 bulunmamaktadir. Fakat, olas1 etkileri sebebiyle elma iiriinlerinde,
elma iriinlerinde patulin seviyelerini sinirlama arzusu vardir, ¢iinkii bebekler ve kiigiik
cocuklar bu gidalarin ana tiiketicileridir ve patuline uzun siire maruz kalmanin etkileri hentiz
bilinmemektedir. Amerika Birlesik Devletleri dahil bir¢ok tilke, 50 mg/ L veya daha az elma
tirtinlerinde patulin igin diizenleyici limitler belirlemistir (van Egmond, 1987; FDA, 2001).
IUPAC adi, Patulinin kimyasal formiilii ve fiziksel 6zellikler Tablo 1.1°de, kimyasal yapis1
ise sekil 1.1°te gosterilmistir (PubChem, 2005a). Diger mikotoksinlerin aksine patulin
analizi i¢in herhangi bir ELISA kiti bulunmamaktadir. Patulin analiz yontemleri daha ¢ok
geleneksel etil asetat ile sivi—s1v1 ekstraksiyonuna dayanmaktadir (MacDonald, Illida, 1997,
MacDonald vd., 2000). Bu 6n islemlerden sonra patulin analizinin kesinligi ve miktarinin
belirlemesi i¢in ¢esitli analitik analiz yontemleri kullanilmaktadir. Bunlar; ince tabaka
kromatografisi (TLC) ( Marsol-Vall vd. 2016 ), gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi
(GC-MS) ( Abu-Bakar vd., 2014), yiiksek performansli sivi kromatografisi ultraviyole
tespiti (HPLC-UV) ( Yang vd., 2016 ), yiiksek performansli sivi kromatografisi tandem kiitle
spektrometresi (HPLC-MS) ( Anene vd., 2016 , Kharandi vd., 2013 ), kilcal elektroforez
(CE) (Marsol-Vall, vd., 2014). Bunlar arasinda HPLC-MS yontemi, diger enstriimantal
yontemlerin aksine daha yiiksek seciciligi ve duyarliligi nedeniyle patulin tayininde en

yaygin kullanilan analitik teknik olmustur ( Li vd., 2018 ).
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Sekil 1.1. Patulinin kimyasal yapis1

Tablo 1.1. Patulinin kimyasal formiilii ve fiziksel 6zellikleri

Kimyasal IUPAC Adi Molekiiler Erime Noktasi
Formiil Agirhik (°C)

(g/mol)
C7/H6O4 4-hidroksi-4H-furo [3,2c] piran-2 [6H] -on 154,12 111

1.2.2. Aflatoksinler

Aflatoksinler; Aspergillus, -6zellikle A. flavus, A. parasiticus ve A. nomius cinsinden
mantar tiirleri tarafindan tretilen ikincil metabolitlerdir. Ayrica, gida iriinlerinde dogal
olarak gelisen ve insanlar da dahil olmak {izere ¢esitli hayvan tiirlerinde ¢ok ¢esitli toksik
etkilere neden olan mikotoksinlerdir (Ismail vd., 2005). Aflatoksinler; fistik, findik, Brezilya
fistig1 ve incir gibi ¢esitli meyvelerde bulunabilmektedir. Diger yandan, badem, ceviz ve
kuru iiziim gibi meyveler diisiik de olsa aflatoksin riski altinda kabul edilir (Jelinek ve ark.
1989). Tiim bu iirlinler ¢ogunlukla tarlada kontamine olurlar. Ancak depolanma sirasinda
mantar biiyliimesi i¢in elverisli kosullarin olugmas1 halinde mikotoksin seviyesinde bir artis
meydana gelebilir (Battilani P. vd., 2008). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO),
diinyadaki gida kaynaklarmin yaklastk % 25'inin aflatoksin kontaminasyonundan
etkilendigini tahmin etmektedir (FAO, 1997). Aflatoksinlerin 20’den fazla tiirii tespit
edilmistir. Bu tiirlerden en onemlileri; B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1), G2 (AFG2), M1
(AFMy) ve M2 (AFM>) olarak belirtilmistir (Ismail A., vd. 2018). Aflatoksinler genel olarak
tahil ve meyvelerde tespit edilmigse de, AFM1 ve AFM; aflatoksin ¢esitleri siitte rapor
edilmistir (Akhtar, S. vd., 2017; Udomkun P. vd., 2017).

Aflatoksinler, dogada ki en gii¢lii kanserojen, teratojenik ve mutajenik bilesikler

arasindadir. Ornegin; AFB1, Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajans1 (IARC) tarafindan



grup I kanserojen olarak listelenmistir ve insan primer hepatoselliiler karsinomunun nedeni
oldugu diistiniilmektedir (IARC, 2002). AFB1, ¢ok sayida hayvan tiirinde giiglii
hepatokarsinojeniktir ve insan hepatoseliiler karsinomunun etiyolojisinde rol oynamaktadir
(Hall and Wild, 1994; Eaton and Gallagher, 1994; Groopman vd., 2008 ). AFB1'in en giiglii
aflatoksin oldugu ve ardindan toksisite sirasina gore AFGi, AFB, ve AFG; oldugu
gosterilmistir (Asao vd., 1965).



Tablo 1.2. Patulinin neden oldugu saglik riskleri ve bu risklerle ilgili ¢aligmalar

Akut Semptomlar

Kaynak

Ajitasyon, Konviilsiyonlar, Nefes Darligi,
Akciger Tikamkhigi, Odem, Hiperemi, GI Yolu
Distansiyonu

Escoula and others 1977; Hayes and
others 1979

Mide Bulantis1

Walker and Wiesner 1944

Epitelyal Hiicre Dejenerasyonu, Bagirsak

McKinley and Carlton 1980a, 1980b;

Kanamasi McKinley and others
Bagirsak {ltihabi 1982; Mahfoud and others 2002
Escoula and others 1977; Hayes and
Ulser others 1979; McKinley and Carlton 1980a,

1980b; McKinley and others 1982;
Mahfoud and others 2002

Kronik semptomlar

Kaynak

Mayer and Legaror 1969; Korte 1980;
Thust and others 1982; Lee and Roschenthaler

Baywioksik 1986; Roll and others 1990; Hopkins
1993; Pfeiffer and others 1998
Norotoksik Hopkins 1993
immunotoksik Hopkins 1993; Wichmann and others
2002
Bagigiklik Wichmann and others 2002

Teratojenik

Ciegler and others 1976; Roll and others
1990

Dickens and Jones 1961; Oswald and

Kanserojen others 1978
Hiicresel Etkiler Kaynak
Plazma Membraninda Bozulma Riley and Showker 1991; Mahfoud and
others 2002

Protein Sentezi Inhibisyonu

Hatez and Gaye 1978; Miura and others
1993; Arafat and Musa 1995

Transkripsiyon Bozulmasi, Ceviri Bozulmasi

Moule and Hatey 1977; Arafat and
others 1985; Lee and Roschenthaler 1987

DNA Sentezi Inhibisyonu

Cooray and others 1982

Na-Bagli Amino Asit Tagima Inhibisyonu

Ueno and others 1976

RNA Polimeraz Inhibisyonu

Moule and Hatey 1977

Aminoasil-tRNA Sentetazlarin inhibisyonu

Arafat and others 1985

Na-K ATPase Inhibisyonu

Phillips and Hayes 1977, 1978; Riley and

Showker 1991
Kas Aldolazi Inhibisyonu Ashoor and Chu 1973
Ureaz Inhibisyonu Reiss 1977




AFB;4, iklim kosullarinin AFB; tireten kiiflerin biiylimesini destekledigi ve misir, yer
fistig1 gibi AFB1'e duyarli tirlinlerin tariminin yaygin oldugu bolgelerde 6nemli halk saglig
etkilerine sahiptir. Karaciger kanserinin yiiksek oranlarda goriildiigii diinyanin birgok
bolgesinde (6rnegin, Giineydogu Asya ve Sahra Alt1 Afrika) AFB1'e maruz kalma ve Hepatit
Virtiisii ile kronik enfeksiyon, 6zellikle sinerjistik olarak etkilesime girme olasilig1 yiiksek
oldugu i¢in ana risk faktorleri olarak kabul edilmektedir ( Groopman vd., 1996 , Wild ve
Montesano, 2009 ). Tiirk Gida Kodeksi’nde AFB;: i¢in ¢esitli miktar sinirlamalart mevcuttur.
Yerfistig1 ve diger yaglh tohumlar i¢in; 8 png/kg, badem, antepfistig1 ve kayisi ¢ekirdegi i¢in
12 ng/kg, findik ve Brezilya findig1 icin; 8 pg/kg, sert kabuklu meyveler icin; 8 pg/kg bu
meyvelerden meydana getirilen islenmis tirlinler i¢in ise: 5 pg/kg, kurutulmus meyveler i¢in;

8 ng/kg, musir ve piring i¢in; 5 ng/kg olarak belirlenmistir ( Tiirk Gida Kodeksi, 2011).

1.2.3. Okratoksin A (OTA)

Okratoksinler ¢ogunlukla, tahillar, kuru yemisler, kuru meyveler, kahve ve {iziim bazli
baz1 icecekleri kontamine eden yaygin mikotoksinlerdir (Bayman ve Baker, 2006;
Czerwiecki, vd., 1998; Otteneder, vd., 2001). Okratoksinler, Aspergillus ve Penicillium
mantar tiirleri, 6zellikle, A. ochraceus, A. carbonarius, A. niger ve P. verrucosum tarafindan
retilir (Koszegi ve Poor, 2016). En 6nemli okratoksinlerin; A (OTA), B (OTB) ve C (OTC)
oldugu soylenebilir. Bu okratoksinlerin kimyasal yapilar1 sekil 1.2°de verilmistir. Ug
okratoksin arasinda, okratoksin A (OTA) hem insanlarda hem de hayvanlarda ciddi olumsuz
etkilere sebep olabilmektedir (Koszegi ve Poor, 2016). OTA, diinya ¢apinda ¢iftlik hayvani
yemlerinin dogal bir Kkirleticisidir ve hayvan ftretimi i¢in potansiyel bir tehdit
olusturmaktadir (Duarte vd., 2011). Bu kirletici etkisi sadece hayvan iiretiminde degil,
kontamine olmug yemlerle beslenen bu hayvanlardan tiretilen gida maddelerinin tiiketilmesi
sonucunda insanlarin maruziyetide 6nem kazanmaktadir (Manning vd, 2003). Bu baglamda
yapilan arastirmalarda OTA, et, siit, siit lirtinleri ve diger hayvansal kaynakli gidalarda,
bitkisel ilaclarda, siselenmis suda tespit edilmistir (Guillamont vd., 2005; Skaug, 1999;
Dall'Asta vd., 2008; Pozzo vd., 2010; Chen vd., 2015; Shim vd., 2014; Veprikova vd., 2015;
Solfrizzo vd., 2015). OTA ile kontamine olmus yemlerle beslenen hayvanlarda ¢esitli klinik,
patalojik, ekonomik sorunlar saptanmistir (Duarte vd., 2011). Yumurta tavuklarinda,
yumurta blyiikliiglinde ve sayilarinda azalma, yumurta kabugunda incelme, bobrek ve

karaciger rahatsizliklar1 gézlenmistir ( Bozzo vd., 2011). Etlik pili¢lerde, biiyiime miktarinda



azalma gozlenmistir (Sakthivelan ve Rao, 2010). Domuzlarda, kilo aliminda azalma
gozlenmistir (Malagutti vd., 2005). Siit ineklerinde, ishal, agir depresyon, halsizlik, st
iiretiminde azalma, yem reddi gozlenmistir (Abramson vd., 1983).

OTA’nin laboratuvar hayvanlar1 arasinda kanserojen oldugu gdsterilmistir (Boorman,
1989). Ayrica OTA, IARC tarafindan grup 2B kanserojen olarak siniflandirilmistir (IARC,
1993). Bununla birlikte, bebeklerin tolere edilebildigi miktarin dusiikliigli gbéz Oniine
alindiginda, bebek mamalarinda bulunan OTA miktarlar1 biiyilk énem kazanmaktadir.
Kanada’da yapilan bir calismada {ilke i¢inde satisa sunulan bebek mamalarinda Lombaert
ve arkadaglan tarafindan yapilan arastirmada bebek mamalarinin %26’sinda OTA tespit
edilmistir (Lombaert vd., 2003). OTA, ¢ogu yiyecek saklama ve hazirlama isleminden
etkilenmeden kalabilen orta derecede kararli bir molekiildiir (Schiavone ve digerleri, 2008).
Ayrica, 1sitma ve olgunlagma gibi islemler, OTA seviyelerini degistiremezler (Monaci et al.,
2005). Tiirk Gida Kodeksi’nde OTA igin gesitli miktar sinirlamalar1 mevcuttur. Islenmemis
tahillar, kavrulmus kahve ¢ekirdegi ve ogiitiilmiis kahve icin; Spug/kg, Kurutulmus asma
meyveleri, kahve ekstrakti, ¢ozilinebilir kahve ekstrakti veya ¢oziinebilir kahve icin; 10
ng/kg, sarap ve meyve saraplari icin; 2 pg/kg, bebek ve kiiclik ¢cocuk ek gidalari i¢in; 0,5
ng/kg, karabiber ve kirmizi biber i¢in; 15 pg/kg olarak belirlenmistir ( Tiirk Gida Kodeksi,
2011).
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Sekil 1.2. Onemli okratoksinlerin kimyasal yapis1 (Duarte vd., 2011)



1.2.4. Deoksinivalenol (DON)

Deoksinivalenol (DON, vomitoksin) agirlikli olarak Fusarium graminearum ve
Fusarium culmorum tiirler grubu tarafindan tiretilen ve bugday, musir, arpa, yulaf gibi temel
tahillar1 kirleten B tipi trikotekendir ( Mishra vd., 2014 ). Uriinler genellikle iiretim
yerlerinde DON ile kontamine olurlar. Fakat gerekli sartlar olustugunda depolama sirasinda
da kontaminasyon meydana gelebilir (Ma ve Guo, 2008). DON, toksisitesini saglayan 3 (-
OH) grubu ile birlikte polar bir yapidadir (Nagy vd., 2005). DON’un kimyasal yapisi1 sekil
1.3’te gosterilmistir. DON ile kontamine olmus gidalarin tiiketilmesi durumunda insanlarda;
kusma ve anoreksiya gibi ciddi saglik sorunlarina neden oldugunu bazi arastirmalarda
belirtilmistir (Pestka ve Smolinski, 2005). Gida {iriinlerinde genis DON kontaminasyonu
nedeniyle birlikte hayvan ve insanlarda potansiyel toksikolojik etkilerini gbz Oniinde
bulundurularak bazi ulusal ve uluslararasi gida giivenligi Orgiitleri ile uzman gruplar
gidalarda DON'un risk degerlendirmesi ihtiyacini vurgulamistir (Mishra vd., 2014). Tirk
Gida Kodeksi’nde DON igin cesitli miktar sinirlamalar1 mevcuttur. Islenmemis tahillar igin;
1250 p/kg, islenmemis durum bugdayi, yulaf ve musir i¢in; 1750 pg/kg, tahillar, tahil unlari,
kepek, riiseym ve makarna igin; 750 pg/kg, ekmek, pastacilik triinleri, biskiivi, tahil
cerezleri, kahvaltilik tahillar igin; 500 pg/kg, bebek iiriinleri icin; 200 pg/kg olarak
belirlenmistir ( Tirk Gida Kodeksi, 2011).

Sekil 1.3. DON’un kimyasal yapist ( Wang, vd., 2019 )
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1.2.5. Zearalenon

Zearalenon, yaygin olarak F. graminearum (Gibberella zeae), F. culmorum, F.
cerealis, F. equiseti, F. crookwellense ve F. semitectum dahil olmak iizere gesitli Fusarium
mantarlar tarafindan biyosentezlenen, steroid olmayan Ostrojenik mikotoksindir. Toprak
mantarlary, 1hman ve sicak iilkelerde ve diinya ¢apinda tahil driinlerinin 6nemli
kirleticileridir (Bennett ve Klich, 2003). Zearalenon, giiglii dstrojenik aktivite gosteren bir
bilesiktir. Kan dolasimina girdikten sonra, cesitli hayvan tiirlerinde iireme problemlerine
neden olur. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalar, diyette 1.0 ppm'e esit olan ZEA
konsantrasyonunun domuzlarda hiperdstrojenik sendromlara yol agabilecegini ve daha
yiiksek konsantrasyonlarin gebe kalamama, diisiik ve diger bircok hastalik ile ilgili sorunlara
neden olabilecegini gostermistir (Lawlor ve Lynch, 2001 ; Minervini ve Dell 'Aqualia,
2008). Zearalenon (ZEA) kimyasal olarak 6- [10-hidroksi-6-okso-trans-1-undesenil] -B-
resorsiklik asit lakton olarak tarif edilen bir resorsiklik asit laktonudur. Zearalenon kimyasal
yapist sekil 1.4°te gosterilmistir. Tiirk Gida Kodeksi’nde zearalenon i¢in ¢esitli miktar
sinirlamalar1 mevcuttur. Islenmemis tahillar, dogrudan insan tiiketimine sunulan misir, misir
cerezleri ve misir bazli kahvaltilik tahillar i¢in; 100 pg/kg, islenmemis misir i¢in; 350png/kg,
tahillar, tahil unlari, kepek ve riiseym i¢in: 75 pg/kg, ekmek, pastacilik {iriinleri, biskiivi,
tahil ¢erezleri, kahvaltilik tahillar i¢in; 50 p/kg, bebek ve kiiciik ¢ocuk ek gidalari i¢in; 20
ng/kg olarak belirlenmistir ( Tiirk Gida Kodeksi, 2011).

OH O CH,

HO

O

Sekil 1.4. Zearalenon’un kimyasal yapisi ( Rogowska vd., 2019 )
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1.2.6. Fumonisinler

Fumonisinler, ilk olarak 1988 yilinda Tygerberg'deki Tibbi Arastirma Konseyi (MRC)
Programinda Fusarium verticillioides susu MRC 826 kiiltiirlerinden izole edilmistir (
Marasas, 2001 ). Yapilan ¢alismalar sonucunda, Fusarium proliferatum, Fusarium
napiforme, Fusarium oxysporum tarafindan da tretildikleri bilinmektedir (Bezuidenhout
vd., 1988; Gelderblom vd., 1988; Knaflewski vd., 2008; Seefelder vd., 2002). Fumonisin
tireticileri olarak bilinen F. verticillioides ve F. proliferatum, fide hastaligini, kok
clirlimesini, sap ¢liriimesini ve basak veya ¢ekirdek ¢iiriimesini etkileyen diinya ¢apinda tahil
patojenleridir (Blandino vd., 2009; Waskiewicz, vd., 2010). Son yillarda, misir bazli gida ve
yemler, siit, bira, biyolojik sivilarda fumonisinlerin belirlenmesi i¢in énemli arastirmalar
yapilmaktadir (Arino, vd. 2007; Stepien, vd., 201 1a). Fumonisinlerin sorgum, beyaz fasulye,
adzuki fasulyesi, mas fasulyesi, bugday, arpa, soya fasulyesi, incir, siyah cay gibi
mahsullerde meydana geldigine dair kanitlar vardir (Waskiewicz, vd., 2012). Fumonisinlerin
insan saglig iizerindeki etkileri belirsizdir. Bu mikotoksinlerle ilgili sorunlar neredeyse
tamamen kontamine misir veya misirdan yapilan irlinlerin tiketimi ile iligkilidir
(Waskiewicz, vd., 2012). Fumonisinlerin insan sagligi iizerinde karaciger kanserleri, néral
tiip defektleri ve kardiyovaskiiler problemleri i¢in risk olusturdugundan stiphelenilmektedir
( IARC., 2002; Odhav vd., 2008; Wang, vd., 2005). Fumonisinlerin kimyasal yapilar1 ilk
olarak 1988 yilinda aydinlatilmistir (Gelderblom vd.,1988). Sekil 1.4’te fumonisinin
kimyasal yapis1 gosterilmistir. Kimyasal yapmin aydinlatilmasindan sonra yapilan
calismalarda 28 farkli fumonisin homologu belirlenmistir (Rheeder vd, 2002; Humpf ve
Voss, 2004). FB1 en yaygin bulunan fumunosindir. Daha sonra sirasiyla FB2, FBs, FB4
fumunisinleri gelir ( Voss vd., 2007). Tiirk Gida Kodeksi’nde fumonisin i¢in ¢esitli miktar
sinirlamalar1 mevceuttur. Islenmemis musir igin, 4000 pg/kg, misir ve musir bazli {iriinler igin,
1000pg/kg, misir bazli kahvaltilik tahillar ve misir bazli gerezler i¢in, 800 pg/kg, islenmis
misir bazli bebek ve kiigiik cocuk ek gidalari i¢in, 200 pg/kg olarak belirlenmistir ( Tiirk
Gida Kodeksi, 2011).
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Sekil 1.5. Fumonisin’nin kimyasal yapis1 (V0ss vd., 2007)

1.3. MALDI-TOF-MS ile Kiif Teshis Yontemi

Yaklagik 40 yil 6nce kimyagerler, kiitle spektrometresi kullanarak kiiciik organik
molekiillerin tespiti yoluyla bakteri, kiif vb kiiltiirlerini tanimlamay1 diisiindiiler. On yildan
fazla bir siire sonra, matris, lazer desorpsiyonu / iyonizasyon ucgus zamani kiitle
spektrometrisinin - (MALDI-TOF-MS), proteinler gibi bozulmamis daha biiyiik
biyomolekiillerin saptanmasini sagladi ve rutin klinik laboratuvarlarinda mikrobiyal kimlik
tespiti icin  gelistirildi. Analiz islemi sirasinda proteinler, lazerin ve matrisin kii¢iik organik
asitlerinin koordineli hareketi ile parcalanmadan iyonize edilir ve kiitle-yiik oranlari
temelinde ayrilir, bu da karakteristik bir kiitle spektral profili ile ortaya koyar. Mikrobiyal
kimlik tespiti, bozulmamis biitiin bakteriyel hiicrelerden iiretilen protein spektrumunun,
belirli bir algoritma kullanilarak tiire 6zgii referans protein profili veri tabaniyla
karsilastirilmasina dayanir. Bu bicimde bakterilerin ve kiiflerin tespiti yapilabilmektedir.

1990' larin ortalarinda, farkli gruplar kendi bakteriyel referans kiitle spektrumlari

kiitiiphanesini ve bakteriyel tanimlama ve taksonomik smiflandirma yazilimi gelistirdiler.
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Farkli yerlerde kiitle spektral profillerinin tekrar {iretilebilirligi, kiiltiir kosullarindaki
cesitligi ve degiskenligi aciklamak icin saglamlik, klinik olarak ilgili bakterilerin ¢oguna
uygulama ve otomatik kiitle spektral analizi, MALDI-TOF MS bazli bakteriyel kimlik
tespiti uygulanan laboratuvarlarda rutin kullanim i¢in uygun hale geldi. Hizli ve dogru
tanimlama i¢in zaten dogrulanmis olan bu yontem bakteri, maya ve kiif tiirleri, bozulmamis
hiicrelerin  karakteristik parmak izlerine baghidir ve yapisal proteinlerin molekiiler
agirliklarin mikroorganizma kiiltiirlerinden 6n se¢im ve saflastirma adimlar1 olmadan
dogrudan tespit edebilmektedir.

Son birka¢ makale MALDI-TOF MS tarafindan birgok kiif tiirliniin tanimlanmasinin,
tedaviyi optimize etmede iki anahtar faktor olan dogru ve hizli oldugunu gostermistir. Bir
calismada MALDI-TOF MS'in performansini klinik dermatofit izolatlarinin tanimlanmasi
icin geleneksel morfoloji tabanli yontemlerle karsilastirmistir (Saleeb vd., 2011;
Carbonnelle vd., 2011; Stevenson vd., 2010; Hettick vd., 2008).

1.4. Kimyasal Standart ve Referans Materyaller

Kimyasal ve biyolojik Olglimler, her giin diinyanin dort bir yanindaki
laboratuvarlarda, maddenin o6zelliklerini incelemek ve maddenin bilesenlerini daha iyi
tanimlamak ve nicellestirmek amaciyla ¢ok sayida analist tarafindan yapilmaktadir.
Kimyasal ve biyolojik 6lgiimler, insan yasaminin tiim alanlarinda yapilir. Ornegin,
hammaddelerin, ara ve nihai tiriinlerin kalitesini kontrol etmeye katkida bulunurlar. Ayrica
tiretim stireglerini izleme, {iretimin ¢evre lizerindeki etkileri veya mesleki saglik hizmetleri,
vb. konularinda kilit rol oynarlar (Venelinov ve Quevauviller, 2003; Tsalev, 1994). Yapilan
bu analitik Olclimlerin dogrulanmasinda temel taslardan biri, sertifikali referans
materyallerinin kullanilmasidir (Quevauviller ve Maier, 1999).

Referans Materyal, bir 6l¢lim isleminde kullanim amacina uygun oldugu belirlenen
bir veya daha fazla belirlenmis 6zellik ile ilgili olarak yeterince homojen ve kararl bir
malzeme olarak tanimlanir (I.O.F. ISO, 2006). Referans materyallerin 4 tlirii mevcuttur. Bu

tiirler ISO tarafindan asagidaki sekilde tanimlanmistir (ISO, 1992).

e Birincil standart: En yiiksek metrolojik niteliklere sahip oldugu belirlenen veya

yaygin olarak kabul edilen ve degeri ayni miktardaki diger standartlara

referansla kabul edilen standart.
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Sertifikali referans materyal (CRM): Belirtilen materyalin degerini, ilgili

belirsizligini ve metrolojik izlenebilirlik ifadesini saglayan bir sertifika ile
birlikte, bir veya daha fazla belirtilen materyal i¢in metrolojik olarak gegerli
bir prosediirle karakterize edilen referans materyal.

Referans malzeme (RM): Bir veya daha fazla 6zellik degeri yeterince homojen

olan ve bir aparatin kalibrasyonu, bir 6l¢iim yonteminin degerlendirilmesi veya
malzemelere deger atamak i¢in iyi belirlenmis malzeme veya madde.

Ikincil standart: Degeri ayn1 miktardaki birincil standartla karsilastirilarak

atanan standart.

Birincil standartlar, kimyasal standartlarin iist katmanini temsil eder ve prensip

olarak, analitik verilerin kilogram, metre ve mol gibi temel SI O6l¢lim birimlerinde

izlenebilirligini saglarlar (Walker ve Lumley, 1999). Birincil standartlarin 6zellikleri ilk

olarak 1965 yilinda asagidaki sekilde tanimlanmistir (Analytical Standards Sub-Committee
of the RSC, 1965);

Ticari olarak kolayca elde edilebilmelidir.

Yiiksek kimyasal saflikta olmalidir (100 + % 0,02).
Yiiksek kararlilikta olmalidir.

Homojen olmalidir.

Higroskopik olmayan ve ¢igeklenmeyen yapida olmalidir.
Kolayca ¢oziinebilmelidir.

Yiiksek esdeger agirlikta olmalidir.

Kimyasal bilesim agisindan, iki tiir referans malzemesi vardir (Walker ve Lumley,

1999);

Tek madde referans malzemeleri: Saf kimyasallar (elementler veya bilesikler)

veya kimyasal saflik, konsantrasyon, erime noktasi, flizyon entalpisi, viskozite,
UV-Vis absorbansi, parlama noktas1 gibi 6zellikler i¢in iy1 karakterize edilmis
referans degerlere sahip saf kimyasal ¢ozeltileridir.

Matris referans malzemeleri: Genellikle dogal formlarinda ve dogal

ortamlarinda ilgili analitleri igeren dogal malzemeleridir.
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Glivenilir sonuglar alinabilmesi i¢in diinyada olusan baski nedeniyle bir ¢ok alanda
referans maddelerin kullanimi artmistir (Quevauviller, 1999). Referans materyallerin 6nemi
1970'lerden itibaren anlasilmaya baslanmistir. 1970'lerde Avrupa'da Bilim ve Teknoloji
Isbirligi (COST) kurulmustur. Ayrica 1973 yilinda, Avrupa Komisyonu (AK) ve Uye
Devletler, Ortak Arastirma Merkezi (JRC) faaliyetlerinin bir pargasi olarak laboratuvarlar
aras1 caligmalar1 organize etmek ve referans materyalleri gelistirmek i¢in bir program
gelistirme karar1 almiglardir (Olivares, 2018). Sertifikali referans maddeler pahali olmasi
nedeniyle en baglarda tercih edilmemekteydiler. Fakat, sertifikali referans maddeler analiz
tekrar sayilarin1 6nemli 6l¢lide azaltmasinin anlasilmasiyla kullanimi biiyiik 6l¢tide artmistir
(Venelinov ve Quevauviller, 2003). Bu baglamda yapilan aragtirmalarla 2000°1i yillarda
sertifikali referans madde ihtiyacinin artacagi, sertifikali referans madde {iretim ve
gelistirilmesinin 6nemli oldugu vurgulanmistir (Venelinov ve Quevauviller, 2003).
Gliniimiizde, kalite kontrolii i¢in -malzemenin izlenebilirligi ve uygulanmasi ve ayrica
belirsizliklerin tahmin edilmesi i¢in- sertifikali referans maddelerin laboratuvar Glgiim
testlerinin rutinine eklenmesi gerekliligi vurgulanmaktadir (Olivares ve Lopes, 2012). Bir
sertifikali referans madde {retilmek istendiginde, karakterizasyon, belirsizlik,
tekrarlanabilirlik ve homojenizasyon adimlarina 6nem vererek gelistirilmesi gerekmektedir
(Olivares vd., 2018). Uretim sirasinda dikkat edilmesi gereken bazi adimlar kisaca asagida

aciklanmistir (Walker ve Lumley, 1999; ISO 35, 1989);

e Karakterizasyon: Referans materyalin tiirline, kullanom amacma, ilgili

laboratuvarlarin yeterliligine ve kullanilan yontemlerin kalitesine bagli olarak,
gravimetrik hazirlama verileri kullanarak karakterizasyon, birincil yontem
kullanilarak karakterizasyon, bagimsiz ol¢iim yontemleri ile karakterizasyon veya
laboratuvarlar aras1 caligmalarla karakterizasyon yontemlerinden uygun olani
secilerek yapilmalidir.

e Homojenizasyon: Referans materyalin homojen oldugundan emin olabilmek i¢in

yeterli sayida numuneyi test etmek gerekmektedir. Diger bir deyisle, ¢alisilan
materyal kiimesinin bir kismi lizerinde dl¢iilen 6zellik degerlerinin, kabul edilebilir
belirsizlik sinirlar1 dahilinde ¢alisilan numune kiimesinin diger herhangi bir kismi ile

uyumlu olmas1 gerekmektedir.
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1.5. Dogal Maddelerin Ekstraksiyonu

Bir analitik Olglim cihazina girmeden Once Ol¢limii yapilacak materyalin
ekstraksiyonu, analizin Onemli bir adimidir. Bu islem ol¢iimdeki parazitlerin etkisini
azaltacak ve ayn1 zamanda analit konsantrasyonunu analiz i¢in zenginlestirecektir. S1vi-sivi
ekstraksiyonu (LLE) gibi hizli, kolay, ucuz, etkili, saglam ve giivenli olan geleneksel
yontemlerden, minimum solvent kullanimi ile daha gelismis yontemlere kadar cesitli
ekstraksiyon yontemleri vardir. Bu teknikler arasinda, kat1 faz ekstraksiyonu (SPE), dagitict
kat1 faz ekstraksiyonu (dSPE), karistirma ¢ubugu emici ekstraksiyonu (SBSE), manyetik kati
faz ekstraksiyonu (MSPE), kati fazli mikro ekstraksiyon (SPME), sivi fazli mikro
ekstraksiyon (LPME) ve dagitici sivi-sivi mikro ekstraksiyonu (DLLME) sayilabilir. LLE
cevresel sorunlara neden olabilecek ¢ok fazla solvent kullanimi gerektirir, oysa SPME gibi

yeni teknikler, ¢oziiclisiiz ekstraksiyon teknikleridir (Nashiri vd., 2020).

1.5.1. Kati1 Faz Ekstraksiyonu

Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) ilk olarak 1970'lerin ortalarinda ¢alisilmistir ve 1978'de
ticari olarak piyasaya siirlilmiistiir (Hennion, 1999). SPE, giiniimiizde yaygin olarak
kullanilan ekstraksiyon yontemlerinden biri olmustur (Nashiri vd., 2020). Geleneksel LLE
teknikleriyle karsilastirildiginda, SPE basit, uygulanmasi hizli ve kolaydir. Ayrica SPE
yontemi kullanildiginda, yontemin seciciligi ve duyarliligi nedeniyle adsorbanlarin énemli
Olglide tam zamanl geldigi bilinmektedir (Augusto vd., 2013). Biitiin bunlarin yaninda SPE

metodu “gevreci analitik kimya” uygulamalarina uygundur.

1.5.2. Dispersif Kati Faz Ekstraksiyonu

Dispersif kat1 faz ekstraksiyonu (dSPE), birkag bilesigin analizi i¢in bir 6n ektraksiyon
yontemi olarak kullanilmistir. dSPE, analitik ¢ozeltiye bir sorbent ilave edilmesine ve
ardindan sorbent ile analitler arasindaki temas: destekleyen dispersiyona dayanir.
Dispersiyon islemi tamamlandiginda, analitler ylizeyinde tutulan sorbent, santrifiijleme veya
filtrasyon gibi mekanik bir sistemle ayrilir. Bu ydntemin geleneksel tekniklerle
karsilastirildiginda kisa siirmesi, basitlik, uyarlanabilirlik ve kolay kullanim gibi avantajlar

vardir (Gabriela Islas vd., 2017).
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1.5.3. Manyetik Kati1 Faz Ekstraksiyonu

Manyetik kat1 faz ekstraksiyonu (MSPE), hedef analitlerin manyetik bir adsorban
lizerine adsorpsiyonuna dayanir. Genel olarak, bu prosediirde, ekstraksiyon pahali
ekipmanlara ve biiyiilk miktarda eliiente ihtiya¢ duyulmadan, basit ve hizli bir sekilde
yapilabilir. Adsorbe edilen analit(ler) harici bir manyetik alan ile kolayca ayrilabilir
(Safatikova ve Safaiik, 1999). Bu prosediir, geleneksel prosediir SPE’ye gore olasi bir kolon
tikanmasini 6nlediginden, ekstraksiyon verimliligi arttir. Ek olarak, nano dogasi nedeniyle
manyetik nanopargaciklar (MNP'ler) genis spesifik yiizey alanina sahiptir ve sorbentler ile
numune ¢ozeltisi arasindaki denge siiresi biiylik 6l¢lide kisalir, bu da nispeten daha yiliksek

ekstraksiyon kapasitesi ile sonuglanir (Nashiri vd., 2020).

1.5.4. Kat1 Faz Mikroekstraksiyon

Kat1 fazli mikro ekstraksiyon (SPME), diisiik solvent kullanimu, yiiksek hiz, hassasiyet
ve GC ile HPLC'ye kolay baglanti gibi faydalari olan basit bir numune hazirlama yontemidir.
Bu yontem ilk olarak 1990°larda Pawliszyn ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir. SPME,
gida, biyoloji, klinik tip, toksikoloji ve adli tip alaninda kullanilmaktadir (Llompart, Vd.,
2019; Yin, vd., 2019; Souza-Silva, vd., 2015; Yang vd., 2018; Cerkowniak vd., 2018; Zhang
vd., 2019; Filipiak vd., 2019; Tang vd., 2017; Li vd., 2018; Riahi-Zanjani vd., 2018).

1.5.5. Sivi-Siv1 Ekstraksiyonu

Sivi-siv1 ekstraksiyonu (LLE) basitligi, etkinligi ve bircok standart yontemde genis
kabulii sayesinde numune hazirlama yontemlerinde ¢ok¢a kullanilmaktadir (Hosseini vd.,
2013; Pinho, vd. 2010). Bununla birlikte, LLE yontemi zaman alicidir, biiylik miktarda
toksik organik ¢oziicii gerektirir ve analitlerde diisiik diizeyde zenginlesme saglar (Nashiri
vd., 2020). LLE’ye dayanan bir baska ekstraksiyon yontemide ‘’tuzla ¢oktiirme destekli
(salting-out)” s1vi-siv1 ekstraksiyonudur. Yeterli tuz konsantrasyonu saglanarak sulu fazin
ayrilmasina dayanan bir ekstraksiyon yontemidir. Bu ekstraksiyon yontemi biyolojik ve

yiiksek tuzluluk igeren numuneler igin etkili bir hazirlama yontemidir (Noche vd., 2011).
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1.5.6. Si1vi-Sivi Mikroekstraksiyonu

Siv1 fazli mikro ekstraksiyon (LPME) yontemi, son on yilda basit ¢alisma, diisiik
maliyet ve yiiksek verimlilik saglayan 6n konsantrasyon ve matris ayrimi i¢in gii¢lii bir
teknik olarak ortaya ¢ikmistir. Caligma modu agisindan, LPME tek damla mikroekstraksiyon
(SDME), DLLME ve i¢i bos elyaf (HF)-LPME dahil olmak iizere ii¢ tip olarak

smiflandirilabilir (Jeannot ve Cantwell, 1996).

1.5.7. Dispersif Sivi-S1ivi Mikroekstraksiyonu

[Ik olarak 2006 yilinda aciklanan DLLME, su &rneklerinden pestisitlerin
ekstraksiyonu i¢in basariyla uygulanmigtir. DLLME'nin temel kurali, bir ekstraksiyon
¢oziiclisliniin (su ile karigmayan) ve bir dagitici ¢oziicliniin (su ve ekstraksiyon ¢oziiciisiinde
karisabilir) sulu faz ve ekstraksiyon ¢oziiciisii arasinda daha biiylik bir temas alani saglayan
sulu bir ¢ozelti icinde dagitilmasidir (Berijani vd., 2006). DLLME'nin geleneksel tekniklere
gore en onemli avantajlari; basit kullanim, hizli, diisiik maliyet, kolay kullanim, organik
coziiciilerin diisiik kullanimi, yiiksek geri kazanim, ytiksek faktor zenginlestirme ve LC ve
GC gibi kromatografik tekniklerle olan uyumudur (Zgota-Grzeskowiak, A. ve Grzeskowiak,
T., 2011).

1.6. Kromatografi

Basit¢e kromatografi, genis ylizey alanina sahip sabit bir faz (SP) ve bu sabit fazda
ilerleyen bir hareketli fazdan (MP) -gaz veya sivi- ve bir kolondan olusan ayirma yontemidir.
Ayrilmak istenen numune hareketli fazla sabit faz iizerinde kolonda yiirtitiiliir ve yiiriitiilen
numune iki faz ( sabit ve hareketli faz ) i¢in nispi afinite farklarina dayanarak birbirinden
ayrilir. Bu kromatografik siirece eliisyon denir. Cogu kromatografi cihazi, detektorlerle
donatildigindan, hem Kkalitatif hem de kantitatif analiz i¢in kromatografik verilerin
(kromatogramlarin) kullanilmasi miimkiindiir. Tutma siliresi veya tutma faktorii gibi
kromatografik tutma parametreleri, belirli bir ¢0ziineni karakterize etmeye yarar ve
standartlarla karsilastirildiginda kalitatif tanimlama yapmak icin kullanilabilir. Dogru pik
atamalar1 bir literatiir kromatogrami ile veya bilinen bir standardin enjeksiyonundan bir

kromatogram ile karsilastirilarak yapilabilir (Miller, 2003).
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Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi’nin (IUPAC) resmi tanimina gore
ise; “Kromatografi, ayrilacak bilesenlerin biri sabit digeri hareketli iki faz arasinda dagildig:
ve belirli bir yonde hareket ettigi fiziksel bir ayirma yontemidir” (IUPAC, 1997).
Kromatografi MP'nin fiziksel durumuna gore siniflandirilir. Dolayisiyla, eger MP bir gazsa,
teknige GC denir ve eger bir sivi ise, LC olarak adlandirilir. SP'nin durumuna gore bir alt
siiflandirma yapilabilir. SP kati ise, GC teknigine gaz-kat1 kromatografisi (GSC) ve sivi ise
gaz-s1vi kromatografisi (GLC) denir (Miller, 2003).

Kromotografilerde ¢alisma mekanizmasi basitge, secilen malzemeleri bir kolondan
elektronik ylik dagilimlarindan faydalanarak (polar veya apolar olmasi) farkli hizlarda
tasimak ve boylece kolondan farkli zamanlarda ¢ikmalaridir. Tipik bir deneyde, bir malzeme
karisimi, SP'yi igeren bir kromatografik kolonun tepesindeki bir tasiyici ortamin (MP) akan
akisina enjekte edilir. MP, bir gaz, bir s1v1 veya siiperkritik bir sividir. Yaygin SP'ler kati
veya sividir. Sivilar, kolonun i¢ duvarina kaplanarak veya daha sonra kolonda paketlenen
(katilar gibi) kat1 desteklerle kaplanarak kolonda sabit tutulur (Miller, J.M., 2003). Bu

aciklamalarla birlikte 6nemli goriilen birka¢ kromotografi yontemine asagida deginilmistir.

1.6.1. Gaz Kromatografisi (GC)

GC, 1940'larda ve 1950'lerde, bir analitik ayirma teknigi olarak ortaya ¢iktmigtir
(Martin, ve Synge, 1941; James ve Martin, 1952). ilk ticari kromatograflar 1955'te piyasaya
stiriilmiistiir. GC’de tastyic1 gaz olarak, hidrojen, helyum, argon ve azot kullanilabilir. Bu
tasiyict gazlar ¢ok saf olmali ve kullanim noktasinda safligi saglamak icin oksijen,
hidrokarbonlar ve suyun uzaklastirilmasi i¢in gaz yikama teknikleri kullanilmalidir. GC,

katilari, sivilart ve gazlar1 analiz etmek i¢in kullanilabilir (Miller, 2003).

1.6.2. Sivi Kromatografisi (LC)

HPLC olarak da adlandirilan modern LC, 1970'lerin basinda bir analitik ayirma teknigi
olarak tanitilmistir ve en yaygin kullanilan kromatografik teknik haline gelmistir. HPLC,
katilar1 veya sivilar1 analiz etmek i¢in kullanilabilmektedir. HPLC, GC'yi, GC tarafindan
yapilmasi zor veya imkansiz olan, termal olarak kararsiz, ugucu olmayan bilesiklerin hizl
ve dogru analizini saglamasi ag¢isindan tamamlar.. HPLC uygulamalarmin bazi tipik

ornekleri, kompleks karigimlarda ayri ayr1 bilesenlerin ayrilmasi ve nicelendirilmesi, eser
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miktarda safsizliklar iceren saf bilesiklerin analizi ve saf bilesiklerin sentetik ve/veya
tanimlama amaglari icin izolasyonu olarak sayilabilir. MPnin inert oldugu GC'den farkli
olarak HPLC’de MP, analitler i¢in SP ile aktif olarak rekabet eder. Bu nedenle MP'nin
bilesimi ¢ok 6nemlidir. LC'de yaygin olarak kullanilan MP'ler, su, seyreltik sulu pH tampon
¢oOzeltileri, asetonitril, tetrahidrofuran, metanol, kloroform, heksan ve metilen kloriirdiir.
Bunlarla birlikte bu ¢6ziiclilerden bir veya daha fazlasindan olusan karigimlari igerebilir. Sivi
kromatografisinin en Onemli bileseni, ayrilmanin gercgeklestigi yiiksek performansl
kolondur. Tipik kolonlar 3-25 ¢m uzunlugunda 2-5 mm paslanmaz ¢elik borudan yapilir,
ancak daha biiyiik ¢apli kolonlar (6rnegin, 60 cm) gelismis dedektorler (MS veya Fourier
doniistimii kizilotesi (FTIR) spektroskopisi gibi) gerektiren uygulamalar i¢in daha kiigiik
capli "mikro delik" kolonlar1 (1 mm) kullanilir. Kolonlar SP'yi olusturan kii¢iik (3—50 pm)
pargaciklar ile doludur. Bu SP’ler ¢esitli kimyasal ve fiziksel Ozelliklere sahiplerdir.
Kromatografik teori, SP partikiillerinin boyutu kiigiildiikce kolon performansinin
iyilesecegini one siirer. Bu nedenle daha kiiciik partiikiiller igeren kolonlara dogru bir egilim
meydana gelmistir. Bunun 6tesinde bu kiiciik pargaciklari sikistirmanin ¢ok zor oldugu ve 2
ya da 3 um ¢apta bir siira ulagir. Daha iyi performans iireten daha kiiciik ¢aplarda hizl
analiz icin daha yiliksek basinglar gerektirir ve bu durum, yaygin olarak ultra yliksek
performansli sivi kromatografisi (UHPLC) olarak bilinen HPLC'nin bir siiriimiinii ortaya
cikartmistir. UHPLC kolonlart mevcut teknolojinin sinirlarinda ¢alisir, ancak kullanimda en
verimli olanlar bu sikistirilmis kolonlardir (Miller, 2003).

HPLC dedektorleri, ¢ogunlukla spektroskopik olan mevcut tespit sistemlerinden
uyarlanmistir. En yaygin olani, klasik UV / Vis absorpsiyon spektrofotometresine dayananan
dedektordiir. UV / Vis absorbans dedektorleri en popiiler LC detektorleri arasindadir, ¢iinkii
organik bilesiklerin ¢ogu 190-700 nm dalga boyunda absorbans verirler. Bu dalga boylar1
arasinda absorbans vermeyen organik bilesikler ise absorbe edici tiirler olusturmak igin
kimyasal olarak reaksiyona girebilirler. UV / Vis dedektorleri i¢cin minumum saptama sinir1
107 gramdir. UV / Vis dedektorleri iig tiptir:

e Sadece bir dalga boyunda (genellikle 254 veya 280 nm, burada organik
bilesiklerin biiyiik bir ylizdesi en azindan bir miktar absorbans gosterir) ¢alisan
sabit dalga boyu detektdrleri.

e 190 ila 700 nm arasinda segilen herhangi bir dalga boyunda ¢aligan degisken
dalga boyu detektdrleri.
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e 190 ila 700 nm arasindaki tiim dalga boyu bdlgesini izleyebilen fotodiyot dizisi
(PDA) detektorleri (Miller, J.M., 2003).

Floresans detektorleri UV / Vis detektorlerinden daha spesifiktir, ¢linkii 15181 emen tiim
bilesikler daha sonra floresanlasmaz. Floresan dedektorleri tahribatsizdir ve yaklagik 1072
g algilama sinirlara sahiptir (Miller, 2003). Birkag elektrokimyasal dedektor (ECD)
mevcuttur. Biri, iKi elektrot arasina alternatif bir voltaj uygulayarak ve ortaya ¢ikan akimi
dlcerek LC eliientinin elektrik iletkenligini 6lger. Iletkenlik akim-gerilim orani ile iliskilidir
ve ¢Ozeltideki tiim iyonlarin tek esdeger iletkenliklerinin katkisini temsil eder. Bir digeri
prensip olarak amperometriktir ve analitin kimyasal doniisiimiine neden olur. Amperometrik
dedektoriin baslica avantajlar1 hassasiyet (1072 g) ve segiciliktir (Miller, J.M., 2003).

Kullanilan diger dedektorlerden biri de kirilma indisi (RI) dedektoriidiir. RI neredeyse
tiim analitlere cevap verir ve minumum saptama sinir1 10 gramdir. Ayrica GC'de oldugu
gibi MS, HPLC ile kullanilacak en giiclii ve kullanigh dedektdrlerden biridir (Miller, J.M.,
2003).

1.6.3. Sivi-Kat1 Kromatografisi (LSC)

Ayirma mekanizmas1 esas olarak adsorpsiyon oldugu i¢cin LSC'ye adsorpsiyon
kromatografisi de denir. Cesitli LC modlarinin en eskisidir ve Tsweet tarafindan kullanilan
yontemdir. En ¢ok organik maddelerin ayrilmasi i¢in kullanilir. Polar SP'y1 (silika veya
alimina) polar olmayan veya hafif polar MP (6rn. Heptan, hekzan veya pentan ile,
muhtemelen metilen klortir, kloroform veya izopropanol gibi daha polar bir ¢oziici ile
karistirilir) birlestirir. Yaygin olarak kullanilan bu ¢oziiciilerdeki degisken eser miktarda su,
stabilite ve tekrarlanabilirlik ile ilgili biiyiik sorunlar ortaya ¢ikartmistir ve bu nedenle

yontem popiilerligini kaybetmistir (Miller, 2003).

1.6.4. iyon Degisimi Kromatografisi (IEC) ve iyon Kromatografisi (IC)

Iyon kromotografisi (IC) ve iyon degisim kromatografisi (IEC), inorganik ve organik
iyonik bilesiklerin ayrilmasi i¢in kullanilir. IEC, sulu, iyon igeren MP'ler kullanilarak
yiizeyde iyonik bolgelere sahip SP'ler iizerinde gergeklestirilir. Kolonlar, yiizeyleri belirli
uygulamalar i¢in kimyasal olarak modifiye edilen kiigiik (5-25 um) polistiren-divinilbenzen

recinesi parcaciklart veya (daha az yaygin) silika ile doldurulur. IC'de yaygin olarak
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kullanilan MP'ler, sodyum hidroksit, hidroklorik asit, sodyum karbonat ve sodyum
bikarbonat karigimlar1 ve oksalik asit, sitrik gibi organik asit karisimlarinin seyreltik sulu

¢ozeltileridir. Bu kromatografi yontemleriyle 10 g kadar kiiciik miktarlar analiz edilebilir
(Miller, 2003).

1.6.5. Ince Tabaka Kromatografisi ( TLC)

Simdiye kadar bahsettigimiz kromatografik siniflandirma tekniklerin ¢ogu kolon
kullanilarak gergeklestirilir. Istisna, diizlemsel bir alanda gergeklesen, kagit kromatografisi
(PC) ve ince tabaka kromatografisine (TLC) olmak {izere iki teknikten olusan ince tabaka
kromatografisidir. PC eski bir tekniktir ve yerini biiyiik dl¢iide TLC’ye birakmistir. Klasik
TLC'de SP, kare bir cam plaka gibi diizlemsel bir ylizeye dagitilir ve numuneler, bir pipet
veya bir goz damlalig1 kullanilarak plakanin bir kenarina noktalar olarak uygulanir. Plaka
daha sonra bir ¢oziicii haznesine daldirilir ve kilcal kuvvetlerin bir sonucu olarak SP'den MP
akist meydana gelir. Numunedeki bilesenler plaka yilizeyine uzamsal olarak ayrilir ve
komiirlesme, kimyasal boyama, UV / Vis yansitma, radyografik veya fliioresan teknikleri ile
tespit edilir. TLC'de ayirma igin fiziksel ve kimyasal mekanizmalar, modern siitun
LC'dekilerle aynidir, ancak MP'nin kuru bir yatakta hareket etmesi ve akisin kontrol
edilmemesi nedeniyle bazi kiigiik farkliliklar ortaya ¢ikar. En yaygin kullanilan SP silika
jeldir. TLC i¢in baz1 enstriimantal ve otomatik yontemler gelistirilmistir. Ayrica numuneyi
plakaya uygulamak i¢in yeni teknikler de elde edilebilecek ¢oziiniirliikleri 6nemli 6l¢iide
gelistirmistir. Densitometri, UV / Vis absorbansi ve fliloresans gibi kromatogramlari
kaydetmek icin kullanilan enstriimantal yontemler, analiz i¢in gereken siireyi azaltirken, 10

12 ¢ kadar diisiik saptama smirlar1 saglar (Miller, 2003).

1.6.6. Kiitle Spektroskopisi (MS)

Daha 6nce bahsedilen spektroskopik dedektorlerin yaninda kiitle spektroskopisi (MS)
en onemlisi olarak nitelenebilir. MS ile, bilinmeyen bir bilesigin molekiiler agirligini ve
molekiiler formiiliinii belirlemek miimkiindiir (Miller, 2003). Modern bir kiitle
spektrometresi tipik olarak en az bir iyon kaynagi, bir kiitle analizori, bir dedektor ve bir
yazictya sahip bir bilgisayar igerecek bir cihazdir. Iyon kaynag gaz fazinda iyon iiretmek

i¢cin kullanilir, kiitle analiz6rii iyonlar1 m / z oranina gore ayirir ve dedektor her m / z orant
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icin iyonlar1 sayar. Bilgisayar verileri analizérden (m / z) ve dedektorden (yogunluk) kiitle
spektrumunda dontistiiriir. Ek olarak, kiitle spektrometresi ile numuneyi dogrudan veya bir
ayirma cihazi vasitasiyla tanitmak igin (6rn. gaz kromatografisi, sivi kromatografisi veya
kapiler elektroforez) bir cihaz gereklidir (De Hoffmann, E., 2005). MS dedektorii
kromatografi cihazlariyla birlestirilebilir. Boyle durumlarda bu cihaz —MS olarak ifade edilir
(6rn. GC-MS, LC-MS gibi ).

1.6.7. Kolon Kromatografisi

[lk olarak bir numunenin bdliimlerini asetonitril ve pridin ile art arda yikamak iizerine
bir kolon kromatografisi yontemi gelistirilmistir (Kandiyoti vd., 2017). Bu yontemde
kolonda kalan numunenin yiiriitilmesi i¢in N-metil prolidon (NPL) kullanilmistir (Islas,
C.A.,2001; Islas vd., 2003b; Suelves vd., 2001a). Bu yontem numune boliimlerinin kantitatif
analizine, gelecek analizler i¢in yeterli malzemeyi saglamaya ve 1 grama kadar numunelerin
ayrilmasina imkan verir. Fakat bu yontemde %10 civarinda bir 6rnek kayb1 meydana gelir
ve sabit faz olarak kullanilan silika jel yiirtitmeden sonra renkli halde kalmasi nedeniyle
farkli analizlerde kullanilamamasina neden olabilir. Daha sonraki c¢alismalarla birlikte bu

yonteme pentan ve toluen ilave edilmistir (Kandiyoti vd., 2017).

1.7. Onceki Calismalar

Brian ve arkadaglarinin 1956” da depolanan elmalarda ¢iiriimelere neden olan kiifiin
Penicillium expansum oldugunu tespit etmislerdir. Bunlardan elde edilen meyve sularinda
yapmis olduklar1 patulin analizinde 600 -1000 mg/ L araliginda patulin tespit etmislerdir.
Buradan elma depolarinda en fazla Penicillium expansum  kiif tiiriniin bulundugu tespit
edilmistir. Yapilan bir ¢alismada 0 °C depolanan elmalardan izole edilen Penicillium
expansum kiifleri elmalara asilanarak 25 °C plastik torbalarda inkibasyona tabi
tutulmustur. Asilanan esmalarda 9-146 mg/kg araliginda patulin tespit edilmistir (Wilson
ve Nuvo, 1973).

Dogal olarak dokiilen ve ilkel sartlarda depolanan ve ciiriiyen elmalardan yapilan
bir ¢alismada iretilen meyve sularinda patulin analizi yapilmistir. 0-240 pug/mL
konsatrasyonunda patulin bulunmustur. Bu elmalarda sadece Penicillium expansum tespit
edilmistir (Harwig vd., 1973). Elma, armut, iizlim, trabzon hurmasi1 gibi farkli meyve

tirlerinden elde edilen Penicillium expansum ile asilanan elmalar 23 °C 10 giin siireyle
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Golden Delicious elmalar inkibasyona tabi tutulmustur. Ince tabaka ile yapilan analizlerde
patulin miktarlar1 2-125 pg/g oranlarinda patulin bulmuslardir. Ayni ¢alismada yapay sivi
besi yerinde havali ortamda fretilen (pateto dekstroz buyyon) Penicillium expansum
kiifiinden 15-950 pg/mL civarinda patulin tespit edilmistir. Yapilan baska bir ¢calismada 0
°C ¢iiriiyen elmalardan elde edilen Penicillium expansum kiifii ile elma, armut, kiraz, kayisi,
seftali ve erik ornekleri asilanarak 0°C, 2.2 °C, 5.0°C ve 20.0 °C’ de inkibasyona tabi
tutulmustur. Elmalarda 300 pg/g, erikte 10 ug/g, kiraz, kayisi, seftali ve armutta 20-130
png/g civarinda patulin tespit etmislerdir. Artan sicaklikla beraber patulin miktarininda
artigin1 bulmuslardir. Hatta Penicillium expansum 'un -3 °C ve -2 °C sicaklarda gelistigini
tespit etmislerdir (Sommer vd., 1974a; Sommer vd. 1974b).

Penicillium expansum ve Penicillium patulunum suslar1 ile farkli elma gesitleri
kullanilarak farkli sicaklik ve siirelerde yapilan ¢alismada kiif susuna, sicakliga ve siireye
bagli olarak patulin miktarinin degistigi tespit edilmistir. Ciiriimiis elmalardan yeni izole
edilen kiiflerin daha fazla ¢lirimeye sebep olduklarini tespit etmislerdir. Yine 0.6 °C de
havali kosullarda yapilan ¢alismalarda kontrollii atmosfer % 1 CO2, % 3 Oz ve % 96 N2
oraninda yapilan ¢aligmada havali kosullardan daha fazla patulin olustugu tespit edilmistir
(Lovett vd., 1975)

Ozgelik tarafindan Nigde, Amasya ve Erzincan Illerinde iiretilen 6nemli elma
cesitlerinde mikrobiyal bozulmalar ve bozulan elmalarda patulin olusumu konulu doktora
tezinde farkli illerden toplanan farkli elma gesitlerine saf Penicillium expansum
asilanarak patulin olusumu incelenmistir. Patulin miktar1 analizi TLC ile yapilmustir.
Yapilan ¢alismada Nigde ilinden alinan farkli elmalarda 56 -209 ng/g civarinda, Amasya
ilinden alinan 6rneklerde 56 -105 pg/g ve Erzincan ilinden alinan elma ¢esitlerinde 51- 182
ug/g civarinda patulin bulunmustur. Yapilan ¢alismada Penicillium expansum HPB
050576’ nin % 3 oraninda ayr1 ayri glukoz, fruktoz ve sakkaroz igeren Czapek-Dox sivi
besiyerinde olusturdugu patulin sirasiyla 1408.75 pg/mg misel, 542.9 pg/mg misel ve
4.4 ng/mg misel olarak bulmustur. Patulin olusumunda glikoz ve fruktoz oranin etkili
oldugunu tespit etmistir. Ayni seklide yiiksek oranda fruktoz ve glikoz igeren elmalarda
patulin miktarinin yiiksek oldugunu tespit etmistir ( Ozgelik, 1979).
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1.8. Calismanin Amaci

Mikotoksinler; Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria ve Claviceps gibi
mantar (kiif) cinslerinin sekonder metabolizmasi sonucu olusan, ¢ok ¢esitli kimyasal yapiya
sahip dogal toksinlerdir. Insan ve hayvan saglig: iizerinde giiclii ve cesitli toksik etkiler
olusturmaktadirlar. Mikotoksinleri lireten mantarlar riizgar ve hava akimlartyla taginarak her
yerde (atmosferin cesitli katmanlar1 da dahil) bulunabilirler. Mikotoksin kontaminasyon
diizeyi iklim kosullarina, iriiniin cinsine ve cografi konuma bagli olarak mevsimden
mevsime, yildan yila farklilik gdsterebilir. Hem saglik hemde tarimsal agidan énemli olan
bu maddelerin MRL Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar tebliginde verilmistir. Bu nedenle bu
metabolitlerin iiretim esnasinda, ihracat esnasinda, ithalat esnasinda ve rutin Bakanlik
denetimlerinde TGK uygunlugu degerlendirilmektedir. Bu degerlendirme ise fiiriinde
bulunan pg/kg birim toksin olarak yapilmaktadir. Orneklerin analizlerinde, pg/kg olarak
sonug Verilebilmesi i¢in mutlaka saf analitik toksin standart kimyasallariin kullanilmasi
gerekmektedir. Analiz esnasinda kantitatif analiz sonucunun verilebilmesi i¢in cihazlarin
analitik saflikta mikotoksin standartlar1 ile kalibre edilmesi gerekmektedir. Bu analitik
standartlar iilkemizde {iretilmeyip ithal edilmektedir. Bu standartlar tahmini olarak 100 den
fazla 6zel ve resmi gida kontrol laboratuvari, 100 ¢eside yakin gida maddesi tireten (findik,
antep fistig1, konsantre meyve sulari, baharat vs ) isletmeler tarafindan kullanilmaktadir. Bu
standartlarin, konsantrasyonlar1 ve ekonomik degerleri birlikte disiinildiigiinde liste
fiyatlariyla toplamda 1.952 Amerikan Dolar’ina kadar ulagabilmektedir. Bu standart
maddelerin fiyatlar1 miisteriye teslimine kadar olan siirecte, liste fiyatlarina ek olarak vergi
ve diger kalemlerin eklenmesiyle en az 5.000 Amerikan Dolar’ina ulagsmaktadir. Yillik bazda
bunlar1 ortalama 150 analizci ve tiretici satin aldiginda yaklasik maliyeti 750.000 Amerikan
Dolar’m1 bulmaktadir. Mikotoksin standartlarinin {iretilmesi gerceklestirilerek ithalatin
Oniine gecilecek olmasi, yerli iiretimin yapilmis olmasi, standartlarin ithalati esnasinda
olusan zaman problem ortadan kalkmasi, daha az maliyetle liretimi yapilacak bu sekilde disa
bagimlilik ortadan kalkacak olmasi s6z konusu bu tezin amacidir. Bu ¢alisma, Tiirk Gida
Kodeksi Bulasanlar Yonetmeliginde limiti bulunan ve mikotoksin analizlerinde kullanimi
zorunlu olan patulinin analitik standardinin, iilkemizdeki farkli tarimsal ve / veya diger yerli
kaynaklardan izole edilen toksijenik kiif izolatlarindan eldesini saglayacaktir.
Mikotoksinleri iirettigi bilinen toksijenik suslar iilkemizde yer alan tarimsal ve / veya diger

yerli kaynaklardan izole edilmesi, izole edilen suslarin tanimlanmasi ve karakterizasyonu
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yapilmasi, karakterize edilen suslarin toksin liretme kapasiteleri belirlenmesi tezin amaglari

arasidadir.

1.9. Cahismanin Kapsam

Onerilen tezin konusu Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yénetmeliginde limiti bulunan
ve mikotoksin analizlerinde kullanimi zorunlu olan patulin analitik standardinin {iretilmesi
ile ilgilidir. Tez kapsam olarak elma, armut gibi meyvelerden Patulin {ireten Grnegin
P.patulum, P. Expansum kiiflerin izole edilmesi bunlarin tanimlanmasini, tanimlanmasi
yapilan kiiflerin Patulin iiretme kapasitelerinin tespit edilmesini, tretilen Patulinin saf
olarak izolasyonunu, daha sonrada analitik standart haline getirilmesini icermektedir. Tezin
amaci bir ithalat kalemi olan patulin standardinin tilkemizde tiretilmesidir. Bu durum tezin
kapsaminin ifade edildigi tist kisminda Ki amag ile iligkilidir. Kapsam olarak patulin iireten
kiiflerin tespiti, bu tiirlerin toksin kapasitesinin ortaya konmasi, tiretimi yapilan patulinin
saf olarak izolasyonunun yapilmasi, analitik standart olarak hazirlanmasi, stabilite test
parametrelerini igermektedir. Kiifler dogal yollarla elde edileceklerinden burada bir sorun
ile karsilasma olmayacaktir. Izolasyondan sonra tekrar patulin {iretimi esnasinda kiigiik

problemlerle karsilasilabilir. Bunlar da ¢oziime kavusturulabilecek niteliktedirler.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Yapilan calismalar esnasinda Giimiishane Universitesi Miihendislik ve Doga
Bilimleri Fakiiltesi Gida Miihendisligi boliimii arastirma laboratuvari ile Mustafa Kemal

Universitesi Bitki Saglig1 Merkezindeki laboratuvarindaki cihazlardan yaralanilmstir.

2.1.1. Cihazlar

— Yiiksek Basing Sivi Kromatografisi (HPLC-UV) Thermo Finingan marka
— UV lamba (254 nm ve 365 nm) Cole Palmer marka

— Rotary Evaporator Heidolph marka

— Inkibatér DAIHAN Scientific ThermoStable IG marka

—Terazi Ohaus marka

—Santrafiij Niive marka

—35 x 600 mm 29/32 silifli ve musluklu kolon norm cam marka (hava regiilatorlii)
—Tip Karistirict Heidolph marka

— Muhtelif hacimlerde pistonlu pipetler

—200x 200 mm CAMAG TLC cam tank

— 100 x 120 mm TLC cam tank

— Otoklav DAIHAN Scientific marka

— Laminer Flow

— Vorteks karistirici.

—Pastor pipeti. Yaklasik 23 cm.

— Cam tiipler. 120 Teflon astarli vidali kapaklari olan 150 mm ve 16 adet 150 mm tek
kullanimlik cam kiiltiirii tiipleri.

— Santrifiij tiipleri. 25 mL konik taban; polipropilen veya cam.

—Hacimsel pipet. 5 mL, cam.

— Isitma blogu veya su banyosu. 40 = 1 ° C.

—Enjeksiyon sistemi. 50 L dongiilii enjektor ylikleme enjeksiyon valfi.

— S1v1 kromatografik (LC) pompa. 1,0 mL / dak.



—LC kolonu. Her iki kolon da kullanilabilir: (1) 3.9 250 mm, 5 m, 100 A, C18, ug
basliksiz, karbon yiikii% 16; (2) 3,9 150 mm, 5 m, 90 A, kapaksiz, C18, karbon yiikii%
10. Kolonu% 80 asetonitril-su.

— UV dedektorii. D2 veya Xe lambasi i¢in 276 nm'de ve Hg lambasi i¢in 254 nm'de
ayarlanan.

—Hacimsel siseler. 1, 10 ve 25 mL.

2.1.2. Kimyasallar ve Besi Yerleri

— Etilasetat ( CH3COOCHs3) Isolab marka

— N-Hekzan (CH3(CH2)4sCH3s Merck marka

— Asetonitril (CH3CN) HPLC Gradient Grade Merck marka

— Sodyumkarbonat (Na2CO3) analitik saflikta Merck marka

— Malt Ekstrakt Agar

— Czapek Yeast Ekstrak Agar

Kullanilan ¢ozeltiler HPLC garident grade ve analitik safliktadir.

2.2. Elma Orneklerinin Toplama Calismalar

Bu calisma i¢in 2018 yili hasat zamaninda Erzincan ve Giimiishane ilinde c¢esitli
bahgelerden ve yerli elma satist yapan yerlerdeki (39.804882, 39.407524 Yalnizbag /
Erzincan, Merkez / Erzincan ve 40.525131, 39.393161 Ikisu K&priisii Tufaniye, 29100 ikisu
/ Giimiishane, Merkez / Glimiishane ) Gobek, Misket, Amasya, Satsuma, Bey-1, Sar1 Hidur,
Demir, Eksi-1, Bey-2, Eksi-2 mahalli elma (Malus communis L.) gesitlerinden  kiiflii ve
clriimiis olanlardan farkli yerden gézlemlenen farkli kiif tiirlerden belirlenen alanlardan,
her tiirti temsil edecek sekilde sekil 2.1° de goriildiigii gibi clirlimeye baglamis elmalardan
4 kg olarak toplandi. Toplanan &rnekler laboratuvar ortamma getirildi. Ustte belirtilen
cinslerden elmalar giirtimeye basladiklar i¢in bahge sahiplerinin ve saticilarin beyanlarina

gore alinmis oldu.
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Sekil 2.1. Toplanan g¢iirtimiis elmalar

2.3. izolasyonu Yapilacak Olan Kiif Tiirlerinin Belirlenmesi

Kiifler tipik bir hasat sonrasi patojendir ¢linkii 0 © C'nin altinda bile enfeksiyon
olusturabilir. Ciiriime soguk depolama sicakliklarinda yavas ilerlese de, meyve 1lik bir
sicakliga aktarildiginda hizli gelisme saglanir. Ornegin  Penicillium expansum optimal
biiyiime kosullari, 25 ila 35 ° C arasinda degisen sicakliklar ve genis bir pH 2 ila 10 araligidir
Bu tiir i¢in bildirilen minimum sicaklik —3 ° C'dir. 0.82 ila 0.95 arasinda degisen su aktivitesi
miselyum gelisimi i¢in idealdir, spor olusumu i¢in minimum su aktivitesi (aw) 0.85'tir (Ostry
ve ark., 2004). Penicillium expansum diisiik sicakliklarda iyi biiyiir ve 37 ° C'de oldukca
zayiftir. Disiik su aktivitelerinde ve diisiik pH degerlerinde de 1yi biiyiir (Frisvad vd., 2000).
Hem oldukga asidik hem de alkali kosullar1 tolere eder ve psikroleranttir.

Toplamis oldugum elmalar hemen hasat sonras1 oldugu i¢in izole ettigim kiifler
normal hava kosullarinda gelisen ve ¢alismis oldugum elma Orneklerine bulasmis olan
kiiflerdi. Bu o6rnekler iizerinde bulunan kiiflerin izolasyonlar1 ilk bakista olusturduklari
renklere gore yapildi. Sekil 2.2” de goriildiigii gibi sarimsi, yesilimsi, beyaz, kirmizimsi,

pembe, siyah ve gri olanlar se¢ildi.
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Sekil 2.2. Elmalar tizerindeki farkli renklerdeki kiifler

2.4. Besi Yerlerinin Hazirlanmasi

Malt Ekstrakt Agardan 48 g tartilarak 1000 mL saf suda ¢dziilerek 65 °C su
banyosunda ¢6ziildii ve pH 5.60 ayarlandi. pH s1 ayarlanan malt ekstrakt agar 16x100 mm
tiiplere 10 ml hacimde kondu ve agizlar1 pamuk ile kapatildi.

Czapek Yeast Ekstrak Agardan 51.6 g tartilarak 1000 mL saf suda ¢oziilerek 65 °C
su banyosunda ¢6ziildii ve pH 6.20 ayarlandi. pH s1 ayarlanan Czapek Yeast Ekstrakt 16
x100 mm tiiplere 10 ml hacimde kondu ve agizlari pamuk ile kapatildi. Her bir besi yerinden
100 adet tiip elde edildi. Tiipler tel sepetlere yerlestirilerek otoklavda 121 °C 15 dk. sterilize
edildi. Agar dolu tiiplerin sicakliklar1 90 °C* ye diisiince besi yerinin tiiptedeki yiizeyi 45
derece agili olacak bigimde yatirilarak donmasi saglandi. Donan besi yerleri  kiiflerin

1zolasyonuna kadar buzdolabinda steril sartlarda saklandi.

2.5. Ciiriimiis Elmalardan Kiiflerin Izolasyon Calismalan

Baslik 2.3.’de belirtildigi tlizere ¢iiriimiis farkli elma tiirlerindeki farkli renklerdeki
kiifler bir 6ze yardimiyla laminar flow kabin iginde yatik besi yerlerine asilama yapildi.
Tiip sporlara ekimleri yapilan yatik agarlar yerlestirildi. 25 °C inkibatérde 5 giin siire ile
tutuldu.
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Sekil 2.3. Elmalar iizerindeki farkli renklerdeki kiifler

Sekil 2.4. Elmalar iizerindeki farkli renklerdeki yatik agardaki kiifler
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Ureme olan yatik agarlara 5 ml peptolu su ilave edildi ve vortekste karistirildi. Sivi
kistmdan 1 mL almarak steril petri kutularina kondu. Uzerlerine 15 mL besi yerlerinin (Malt
ekstrak agar ve Czapek yeast extract agar) hazirlanmasi kisminda belirtildigi gibi 250 mL
erlenlere hazirlanan her iki besi yerinden ilave edildi. Petri kutularinin homojen olmas1 i¢in
iyice karistirildi. Petri kutular1 25 °C inkibatorde 5 giin siire ile tutuldu. Ureme gerceklesen
besi yerlerinden farkli renk, sekil ve bicimdeki kiif kolonilerinden daha saf sekilde elde
etmek icin tliplerde bulunan yatik her iki besi yerine 6ze yardimiyla ¢izilerek ekimleri
yapildi. Ayni sekilde 25 °C inkibatdrde 5 giin siire ile tutuldu. Bu sekilde daha saf kiif elde
etmek i¢in islem petri kutularinda 4 defa daha tekrarlandi. Bu sekilde farkli renk ve sekilde
kiifler saf olarak elde edilmeye ¢aligildi.

Sekil 2.5. Elmalar iizerindeki farkli renklerdeki agardaki kiiflerden goriiniisler
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Sekil 2.6. Elmalar iizerindeki farkli renklerdeki agardaki kiifler

Malt ekstrakt agar ve Czapek yeast extract agarlardan tek sekilde koloni elde edilmek
suretiyle saf hale getirilen kiifler hem temiz elmalara asilama islemi yapilincaya kadar, hem
de teshis ¢aligmalar1 yapilincaya kadar zaman zaman yatik malt ekstrakt agarda yenilenerek
25 °C de aktif halde tutuldular.

Izole edilen kiifler daha sonra 2.6’da ve 2.7°de belirtilen islemlerin yapilmasinda

kullanildilar.

2.6. izole Edilen Kiiflerin Teshis Calismasi

Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bitki Saghg Klinigi Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde hizmet verilmekte olan, Matrix asisted laser desorption ionization- time of
flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) Mikroorganizma Tanimlama cihazinda etanol
formik asit ekstraksiyonu yontemi ile elde edilen proteinler, protein parmak izi eslesmesi
seklinde kiitiiphane taramasi yapilarak mikorganizmalarin (bakteri, maya ve fungus) tanisi
ortaya konulmaktadir. Cihazin flex kontrol yazilim programi (Biotyper 3.0; Microflex LT;
Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) ile elde edilen spektrumlar, Maldi Biotyper
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Real-Time Classification (RTC) yazilimi ile karsilastirilarak tani islemi siirdiriilmiistiir.
Analiz sonucunda, 1.700-3.000 arasinda sar1/yesil renkli olarak belirlenen veriler, giivenilir
skor degeri olarak kabul edilmektedir. (Kara ve ark., 2017; Uysal ve ark., 2018).
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Sekil 2.7. MALDI-TOF/MS analizi semas1 (Clark vd., 2013)

Elmalardan izole edilen kiifler PDA besiyerine aktarildi. 1.5 ml’lik eppendorf
tiiplerinin her birine 50 pl trifluoroasetik asit ilave edildi. Uzerine 10 ul’lik plastik steril
6zenin tamamin1 kaplayacak sekilde alinan kiifiin sporlarindan eklendi ve tiip karistircisinda
karigtirildi. Analizin sematik goriiniimii sekil 2.7°de verilmistir. Bu sekilde 30 dakika

beklendi. Daha sonra bu karigimin iizerine 450 ul DNase ve RNasefree su eklenip tiip
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karistircisinda karistirildi. Cihaz icin tasarlanmig 48 boliimliik test plagina her 16 boliimiin
ortasindaki bdliime pasajlanmis E. coli ATCC 8739 standart susu bolim disina
tagirilmayarak ince bir film tabakasi olusturacak sekilde yayildi. Sonra diger 48°lik boliime
her bir izolat i¢in taze hazirlanan karigimlardan 1’er ul eklendi ve oda sicakliginda kurutuldu.
Kuruyan her bir boliimiin {lizerine matriks ¢ozeltisi olarak 1pL VITEK MS-CHCA (=a-
cyano-4-hydroxycinnamic acid) eklendi ve tekrar oda sicakliginda kurutuldu. Plagin cihaza
yiiklenmesinin ardindan, MALDI-TOF MS kiitle spektrumlarinda peptit ve protein profili
iyi bilinen, taze pasajlanmis E. coli ATCC 8739 standart susu kullanilarak cihazin otomatik
kalibrasyonu ve kontrolii yapildiktan sonra degerlendirilme basladi. Plak {izerinde yer alan
9 &rnek toplu olarak c¢alisildi. Calismamizda Hatay Mustafa Kemal Universitesi  Bitki
Sagligi Merkezinde MALDI-TOF MS sistemi olarak VITEK MS (Biomerieux, France)
ticari sistemi kullamldi. Olgiimler {iretici firmanin &nerdigi ayarlar ile yapildi. Tiim
izolatlardan elde edilen spektrumlar 6nce giincel IVD (invitrodiagnostik) VITEK MS V.2.0

yazilim1 kullanilarak analiz edildi.

2.7. izole Edilen Kiiflerin Saglam Elmalara Asilanmasi

Saf olarak izole edilen kiifler yikanmis ve silinmis saglam elmalara bir 6ze yardimiyla
7-8 farkl1 yerine batirmak suretiyle agilamalar1 yapildi. Asilanan temiz yerli elmalar (Kirmizi
ve yesil gobek elmast, sar1 demir elmasi) laboratuvar ortaminda yaklagik 60 giin siireyle kiif
tiremesi ve elmalarin durumlar takip edildi. Sekil 2.8’de goriildiigii gibi elmalara agilanan
kiiflerin bir hafta aralikli gelisimleri fotograflandi.

Tamamen kiif iireyen elmalar ayn1 zamanda ¢iirlimeye bagladi. Tamamen ¢iiriiyen
elmalar steril posetlere konularak buz dolabinda steril sartlarda diger patulin analizi
yapilincaya kadar sakland.

Calisma esnasinda laboratuvar ortamin sicakliglr ve nem orani takip edildi. Ortalama
olarak sicaklik 20 + 3 °C nem ise % 43 + 5 olarak kayitlar1 tutuldu. Sekil 2.7 de verilen A 7
giinliik, B 14 giinliik, C 21 giinliik, D 28 giinliik, E 35 giinliik, F 42 giinliik G 49 giinliik, H
56 giinlik ve I 63 giinliik kiif gelisimleridir. 60 giinliikk bir siirecte elmalar tamamem

curiumustir.
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Sekil 2.8. Kiiflerle agilanan elmalarin 60 giinliik gelisim durumlari

2.8. Asllanan Elmalarin Farkh Kiif Tiirlerine Gore Patulin Miktarlarinin
Analizlerinin Yapilmasi

Bu caligmada analiz metodu olarak AOAC 995.10 kullanildi. Bu metodun prensibi
Patulin, etil asetat ve Na2COs ¢ozeltisi ile 6ziimleme yoluyla izole edilir. Ekstrakt igersinde
su susuz NazSOgs ile kurutulup etil asetatin buharlastirilmasindan sonra patulinin, HPLC-

UV ile ters fazli LC kolon kullanilarak tespit edilmesi ilkesine dayanir.
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2.8.1. Reaktifler

a) Etil asetat HPLC gradient garde saflikta

b) Sodyum karbonat ¢ozeltisi.% 1,5. 1.5 g NaCOgs (analitik saflikta) 100 mL deiyonize
H20 i¢inde ¢oziindiiriliir.

c¢) LC mobil fazlar (1) 250 mm C18 kolonu i¢in. Ayirma veya alikoyma siiresini azaltmak
icin gerektiginde cesitli miktarlarda asetonitril (% 10'a kadar)  mobil faz. Kullanmadan
once mobil faz1 0,45 m filtreden gegirilmis.

d) Asetik asit ¢cozeltisi. H20, asetik asit (analitik saflikta) ile pH 4'e ayarlanmistir.

(e) Patulin standart stok ¢ozeltisi (200 pg/mL). 25 mg voliimetrik siseye yaklasik 5 mg saf
kristalin patulin tartilir, agirlik kaydedilir ve patulin etil asetat icinde ¢oziiliir. Hacmi etil
asetat ile seyreltilir. 2-5 ° C'de buzdolabinda Alimiyyum folyo igine sikica sarilmis patulin
standart stok ¢ozeltisi igeren sige saklanir. Cozelti yaklasik 1 ay stabildir. 250 pL ¢ozeltiyi 5
mL hacimsel siseye pipetleyin ve N2 altinda kuruyana kadar buharlastirin. Hemen mutlak
alkol ekleyin, karistirin ve mutlak alkol (10 pg/mL) ile hacme kadar seyreltin.

f) Patulin standart ¢alisma ¢ozeltileri. 5, 10, 25 ve 50 ug patulin/mL enjeksiyonuna karsilik
gelen 0.1, 0.2, 0.5 ve 1.0 ug patulin / mL asetik asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 100 pL patulin
standart stok ¢ozeltisini (e) 10 mL hacimsel siseye aktarildi. Oda sicakliginda N2 akist
altinda sadece kuruyana kadar buharlastirildi. Hemen asetik asit ¢ozeltisi (d) ile hacme
seyreltildi ve iyice karistirildi. 1 mL hacimsel siseleri ayirmak i¢in 50, 100, 250 ve 500 pL'lik
kisimlar1 aktarildi ve asetik asit ¢ozeltisi ile hacme kadar seyreltildi. Aliminyum folyoya
saril1 patulin ¢alisma standart ¢ozeltilerini 2-5 © C'de buzdolabinda saklandi.

g) Sodyum stilfat. Reaktif sinif, susuz graniil veya toz.

h) 5— (Hidroksimetil) furfural (HMF) ¢ozeltisi. - 5 mg 25 mL etil asetatta ¢oziindiiriiliir.

2.8.2. Test Cozeltisinin Hazirlanmasi

[Not: Tiim cam egyalar, Ozellikle patulin tayini i¢in daha 6nce kullanilmissa,
kullanimdan 6nce organik ¢oziicii (6rn., Etil asetat) ve deiyonize H2O ile temizlenmelidir.]
Tiiketim i¢in tavsiye edildigi gibi seyreltilmis 5 gr olarak elde edilen konsantre numune
20x150 mm cam tiipiine pipetlendi, 10 mL etil asetat ekledi ve Vortex mikseri kullanarak 1
dakika kuvvetlice ¢alkalandi. Katmanlar ayirildi ve Pasteur pipetini kullanarak tist organik

tabakay1 16x150 mm cam kiiltiir tlipline aktarildi. Orijinal 20x150 mm tiipe ikinci 10 mL
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porsiyon etil asetat eklendi ve kuvvetlice ¢alkalandi. Katmanlar1 ayirildi ve iki organik
katmani 16x150 mm'lik tiipte birlestirildi. Birlestirilen etil asetat katmanlarina 2 mL %
1.5’luk NaxCOs ¢ozeltisi ilave edildi ve tiip Vortex mikseri lizerinde kuvvetlice karistirildi.
Katmanlar1 ayirildi. Pasteur pipetini kullanarak tiipii temizlemek igin tist kistmdaki etil asetat
katmanini aktarildi ve alt kisimdaki sulu katmani1 5 mL etil asetatla ekstrakte edildi. ilk
ekstrakt ile tlipe tist kisimdaki etil asetat tabakasi aktarildi. Alttaki sulu tabaka atildi. Etil
asetat tabakasina 1 g Na2SQOs eklendi, tiip sikica kapatildi. Tiip 30 saniye kadar kuvvetlice
ters ¢evrildi ve sallandi. (Not: Etil asetat 6ziitiiniin susuz Na;SOj ile kurutulmasi 6nemlidir.
Islak etil asetat Oziitii kuruyana kadar buharlastirildiginda patulin bozulabilir.) Ekstrak,
konik tabanli 25 mL polipropilene veya cam tiipe kondu. Tiipii 40 © C'de 1sitma bloguna
yerlestirildi ve N2 akis1 altinda 1-2 mL'ye kadar buharlagtirildi. Tortu 1 mL asetik asit

¢ozeltisi icinde ¢oziindiiriildii ve LC tayini i¢in kullanildi.

2.8.3. HPLC-UV Tayini

HPLC akis hiz1 0,5 mL / dakikaya ayarlandi. UV detektdriinii 276 nm'ye ve duyarlilig
0.02 absorbans {initesi tam 6lcegine (AUFS) veya dedektor ve kayit sistemi i¢in patulin
calisma standart ¢ozeltisi 0.5 g / mL i¢in % 50 tam 6lcekli sapma elde etmek i¢in uygun
olarak ayarlandu.
LC kolon performansini degerlendirmek i¢in 100 pL patulin standart stok ¢ozeltisini ve 100
puL HMF c¢ozeltisini 10 mL hacimsel siseye aktarildi, ¢oziicliyi N2 akisi altinda oda
sicakliginda buharlastirildi ve tortu asetik asit ¢ozeltisi ile 2.5 mL hacme seyreltildi.
Enjeksiyon dongiisliniin tamamen dolu oldugundan emin olmak i¢in 20 pL fazlalhk
kullanarak LC kolonuna 50 pL HMF-patulin ¢ozeltisi enjekte edildi. Mobil faz olarak
Asetonitril-H20 ile 250 mm kolon kullanildiginda, HMF ve patulin, sirasiyla gelmis oldugu
dakika i¢inde taban ¢izgisi ayrimi ile 2 ayr1 tepe noktasi tam olarak ayrildi. HMF ve patulin
tamamen ayrilmazsa, analiz ic¢in farkli bir siitun se¢ilmelidir. HMF ve patulin ayrimi
saglanmadikca analiz yapilamaz. Standart ¢ozeltinin her birine 50 pL enjekte edildi. Yiiksek
pozitif test ¢ozeltilerinin enjeksiyonunu takiben mobil faz enjekte edildi. Kayit cihazindan
Olclilen tepe yiiksekliklerini kullanarak, patulin caligma standart c¢ozeltilerinin
konsantrasyonlarina kars: alanlar cizerek standart egri hazirlandi. Ornekler cihaza verilerek

okumalar1 yapildi. Orneklere ait HPLC kromotogramlari ek sekil 6.1.-6.44. ¢ de verilmistir.
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2.8.4. Hesaplamalar

Numunedeki (ng / kg) patulin konsantrasyonu kalibrasyon egrisi kullanilarak
asagidaki gibi hesaplandiy =ax — b (y = 451,76x - 1143,6). Kalibrasyon egrisi sekil 2.9°

da verilmistir.

Patulin (ngkg)= (22) xF (2.1)

Burada y miktar tayini yapilacak ornegin LC’nin vermis oldugu alan. B, y kesen, a,

kalibrasyon egrisi sabiti, F = seyreltme faktorii.
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Sekil 2.9. Kalibrasyon egrisi
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2.9. Kiif Tiirlerinin Patulin Kapasitelerinin Incelenmesi

Altmig giinliik siire sonunda elde edilen kiiflendirlmis elmalar blender yardimiyla
homojen hale getirildiler. Homojen numunelerden 5 g 6rnek tarilarak 2.8’de belirtildigi

bicimde analizleri yapildi.

2.10. Patulin Ekstraksiyonu

Saglam elmalara bulastirilarak ciiriitilmesi sonucunda elde edilen clriitiilmiis
kiitleden 100 g’lik miktarda tartim yapildi. 200 mL saf su ilave edilerek 5 dk 3600 rpm’ de
blenderde karistirildi. Slizge¢ kagidindan siiziildii. Siiziintiiye 100 mL’ lik Etilasetat ile
ayirma hunisinde sivi-sivi ekstraksiyon igslemi yapildi. Bu islem 3 defa tekrarlandi. Elde
edilen ekstraklarda kalan suyun kurutulmasi i¢in 5 g susuz sodyum siilfat ilave edildi.
Evaparatorde yaklasik 5 mL kalincaya kadar evapore edildi. Elde edilen kalintidan patulin

elde edilmesi i¢in kolon kromatografisi sathasina gecildi.

2.11. Basinch Kolon Kromatografisi ile Patulin Saflastirma Cahsmalar:

Madde 2.8’ de ¢iirimiis kiitleden ektrakte edilen ekstrakt yaklagik 5 mL hacime
getirildi. Ayrim i¢in; sekil 2.10” da goriilen 35 x 600 mm uzunlugunda musluklu, 29/32
silifli, dakikada 1.5 mL akis saglayacak hava basinci saglayan regiilatér ve bunun bagh
oldugu hava komporasorii olan cam kolon kullanildi. Cam kolonda bulunan sinterlenmis
cam disk ile donatilmis olarak borosilikat 3.3 camin {iistii silikajelin gegmemesi i¢in cam
pamugu kondu.

Yaklasik 25 g civarinda Silikajel 60 F254 100 ml hekzan i¢inde tamamen
karistirilarak kolona ilave edildi. Silikajel yiiksekligi 180 mm olacak bigimde ayarlandi.
Silikajelin tamamen oturmasi i¢in dakikada 1.5 mL akis olacak sekilde toplamda 300 mL
Hekzan gecirildi. Tamamen oturan silikajelin yiiksekligi 180 mm’ ye ayarlandi. Silikajelin
tist kisminda 20 mm hekzan olacak bi¢cimde birakildi. 2.8’ de anlatildigi bi¢imde yaklasik
5 mL kalacak bi¢gimde evaparatérde buharlastirildi. Ekstraktan 2.5 mL kolona dikkatli
bigimde yiiklendi. Bir miktar akis saglanarak ekstraktin silikajele gecmesi sagland1. Uzerine
hareketli faz ilave edildigi zaman ckstraktin silikajelin tizerinde bulunan hareketli faza

gegmesini engellemek i¢in 25 mm yiikseklik olacak bigcimde kuru silikajel ilave edilerek
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tizerine hemen 40 mm olacak bi¢imde Hekzan ilave edilerek musluk a¢ildi. Sonradan ilave

edilen silikajelin sekil 2.11 goriildiigii gibi tamamen oturmasi saglandi.

Sonradan ilave
edilen silikajel

Sekil 2.11. Kolon Kromatografisi ekstraktin yliklenmesi

Silikajel iizerindeki hekzan yaklagik 20 mm seviyeye geldiginde kolona 250 mL %75
Hekzan - %25 Etilasetat ilave edildi. ilk 100 ml ekstrakt kotrol edilerek atild1 ve ilk 100 mL’
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den sonra Sekil 2.12° de goriildiigi gibi 25 mL’ lik cam toplama kaplarina 20 mL ekstrak
toplandi. Daha sonra kolona 250 mL %50 Hekzan - %50 Etilasetat ilave edilerek 20 mL’
lik hacimde ekstraklar toplanmaya devam edildi. Tekrar 250 mL daha 250 mL %50 Hekzan-
%50 Etilasetat ilave edilerek toplamda 70 adet ekstrak toplandi. Elde edilen ekstraklar
TLC ile kotrol edildi. TLC ile kontrol sonucunda 19, 20, 21, 22, 23 ve 24 nolu kaplarda
Patulinin geldigi tespit edildi.

Sekil 2.12. Kolon kromatografisi uygulamasi sonucu elde edilen ekstraktlar

Sekil 2.12” de goruldigi gibi elde edilen 19-24 nolu ektraklar birlestirlerek vakum
evaparatorede buharlastirilip tekrar TLC ile kontrol edildi. Sekil 2.13 ¢ de goriildiigii gibi

bir miktar safsizlik tespit edildi. Tekrar saflastirmak i¢cin kolon kromatografisi uygulanda.
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Patulin

)
Patulin Patulin Standarti

Sekil 2.13. Kolon kromatografisi uygulamasi sonucu elde edilen ekstraktlar

Yapilan ¢alismada 19-24 nolu ekstraklar birlestrilmisti. Toplanan ekstraklar vakum

evaparatdrde buharlastirildi. Tekrar kolon kromatografisi uygulandi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1 Genel

Kalibrasyon standartlar1 analitik siirecin anahtaridir. Kalibrasyon egrisini olusturmak
icin kullanilirlar ve kalibrasyon egrisi ne kadar iyi olursa, elde edilecek olan veriler o kadar
Iyi olur. Bir standardizasyonun dogrulugu, standart hazirlamak i¢in kullanilan reaktiflerin ve
cam esyalarin kalitesine bagldir. Ornegin, asit-baz titrasyonunda, analit miktari, analit ile
titrant arasindaki kimyasal reaksiyonun stokiyometrisi tarafindan analizde kullanilan mutlak
titrant miktariyla iliskilidir. Kullanilan titrant miktar1 sinyalin (titrant hacmi olan) iirlinii ve
titrant konsantrasyonudur. Bu nedenle, bir titrimetrik analizin dogrulugu, titrant
konsantrasyonunun bilindigi hassasiyetten daha iyi olamaz.

Kiiresel Analitik Standartlar Pazari, 2019 yilinda 1.16 milyar ABD Dolar1 degerinde
olup, 2025 yilina kadar 2.00 milyar ABD Dolarina ulasarak 2017-2025 yillar1 arasinda %
6.28'lik bir oranda biiyiiyecegi dngoriilmektedir. Analitik standartlari, diinya ¢capinda bir ¢ok

kurulus tarafindan kullanilabilir oldugu test edilen kimyasal degerler ve 6zelliklerdir.

3.2. Kiiflerin Tamlama Sonug¢larinin Degerlendirmesi

Bulasici aspegilos ve diger fungal enfeksiyonlar yiiziinden olusan 6liimlerde gecikmis
ve dogru olmayan teshis potansiyel bir risk faktoriidiir. Gelisme seklinin cesitliligi ve
standart bir as1 liretiminin zorlugu kiifleri bakteri ve mayalardan daha zor bir tespit etme
durumu ortaya koyar. Molekiiler yontemler yapilan ¢aligmalarda 6rneklerinin lizis ve PCR
inhibisyonu ile ilgili zorluklarla ilgili sinirlamalar yasandigindan dolay: kiiflerin fenotipik
tanimlanmasinda tecriibeli ve yetenekli mikoloklar gerektirir ki bunlar tiim laboratuvarlarda
bulunmazlar. Buna ilaveten, fenotipik tanimlama yavas ve ugrastiricidir, birgok tiir fenotipik
olarak benzerdir, ancak genotipik olarak farkli veya hastaliga neden olma egilimlerinde
farklidir. Bu nedenle, bu organizmalarin tanimlanmasi i¢in analizci tarafindan minimum
numune hazirlama ve analiz gerektiren hizli bir mekanizma daha uygun goriilmektedir.
MALDI-TOF MS potansiyel olarak bu boslugu doldurmak i¢in kullanilmaktadir (Santos vd.,
2010).



Giliniimiizde, matris destekli lazer desorpsiyon / iyonizasyon ugus siiresi (MALDI-
TOF) kiitle spektrometresi (MS), mikrobiyolojik ¢aligmalarda, tiirler bazinda bitki ile iliskili
mantar, bakteri ve mayalarin tanimlanmasinda giincel tanimlama tekniklerine dogru bir
alternatif sunan, hizli, kullanim1 kolay basarili bir analitik teknik olarak kabul edilmistir.
MALDI-TOF MS tarafindan yapilan mikroorganizma analiz prosediirleri teknik olarak basit
ve hizlidir. Ayrica, genis bir yelpazedeki 6nemli mikroorganizmalarin tanimlanmasi i¢in
tekrarlanabilir ve ticari veri tabanlar1t mevcuttur. MALDI-TOF MS, dogrudan bozulmamis
bakteri, mantar ve mayadan spesifik peptidleri veya proteinleri analiz eder (Chalupova vd.,

2014; Carolis vd., 2012).

Tablo 3.1. Sonuglara genel bakis

Analit Skor

ismi Analit Organizma Deseri Organizma Skor
Kodu (En iyi eslesen) & (ikinci en iyi eslesen) Degeri
(- )A_(1 cy KB Penicillium italicum 1771 Penicillium digitatum 1.746
o K-43 Penicillium expansum 2.075 Penicillium italicum 2,028
(++)(B) colif) :
A3 o o
(+)(B) K-42 Penicillium digitatum 1.811 Penicillium digitatum 1.736
) K-1  Penicillium chrysogenum | 2805 | Penicillium chrysogenum | 2.2
(+++) (A) = 2.23
& 1 1 1 - - -
(+)(B) K-34 Penicillium expansum 1.763 Penicillium expansum 1.759
A6 - o
(+)(B) K-38 Penicillium expansum 2.012 Penicillium expansum 2.000
o K-26 Penicillium digitatum 2.026 Penicillium italicum 1.923
(++)(A) colPll .
& 1 1 1 - - -
(+)(B) K-40 Penicillium expansum 1.829 Penicillium expansum 1.794
A9 o o
(-)(C) K-39 Penicillium digitatum 1.794 Penicillium digitatum 1.765

Hettick ve dig. Penicullum’ a ait 12 adet tiirii tanimlamak igin MALDI-TOF MS
kullandi. Hicrelerin kesintisiz analizinde siirekli zayif spektrum olustugundan dolay:
bozulma protokolii kullanildi. Yapilan ¢alismada conidia ve sporlar kiiltiirlerden toplandi,
cam boncuklu TFA-asetonitril ilave edilip, tiip karistiricisinda karistirilip santrifiijlendi, elde

edilen siipernat MALDI-TOF MS analizi i¢in kullanilmistir. Her ne kadar kiigiik bir izolat
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koleksiyonu kullanilmis olsa da, spektral analiz ve standart yazilim yardimi olmadan kurum
icinde yapildi. Calismada bu koleksiyondaki Penicillium tiirleri % 100 dogrulukla tiir
seviyesine tanimlandi (Hettick vd., 2008).

Yapilan ¢alismada dogal olarak elmalardan farkli renklerde izole ettigim dokuz adet
kif tiirti K1, K26, K34, K38, K39, K40, K42, K43 ve K45 olarak kodlanmisti. S6z konusu
kiifler yatik agar, malt ekstrakt agar ve czapek yeast extract agar kullanilarak saf koloniler
elde edildi. Elde edilen saf koloniler uygun kosullarda kargo ile Hatay Mustafa Kemal
Universitesi Bitki Saghg Klinigi Uygulama ve Arastirma Merkezine (BISAK) gonderildi.

Tanimlamalar yaptirildi. Tablo 3.1 ve tablo 3.3’ de tanimlanan kif tiirleri verilmistir.

Tablo 3.2. Puan degerlerinin anlanu

Aralik Tammlama Sembol Renk

2.300 ... 3.000 (+++) Yesil

2.000 ... 2.299 (++)  Yesil

1.700 ... 1.999  Olasi cins tanimi (+) Sar1

0.000 ) 1.699 _ ( - ) KIMIZI

Gelen analiz sonuclar1 ve s6z konusu laboratuvarin degerlendirme sonuglar tablo 3.1
ve 3.3’te verildi. Tirlerin tanimlanmasi ile ile ilgili renk degerlendirmesi ve sayisal araliklar
tablo 3.2’ de verilmistir. Tiirlerin tutarliliginda en iyi eslesme 'yesil' olarak siniflandirilmistir.
Tablo 3.1’ de verildigi gibi diger 'yesil' eslesme birinciyle ayni tiirdendir. Yine ayn1 tabloda
diger 'sar1' eslesmeler en azindan birinciyle ayni cinstir. Cins kavrami, en iyi eslesme 'yesil'
veya 'sar1' olarak siniflandirilmaktadir tablo 3.1 diger 'yesil' veya 'sart' eslesmeler en azindan
birinciyle ayni cinse sahiptir. Kirmizi renk anlami ne tiir ne de cins tutarlili§1 yok bi¢iminde
degerlendirilmektedir.

Calismamda dogal olarak ciiriiyen elma tiirlerinden renklerine gore toplamda 9 adet
kiif izolasyonu yapildi. Bunlar, K1, K26, K34, K38, K39, K40, K42, K43 ve K45 olarak
kodlanmisti ve kodlamalara gore kiifler K-45 Penicillium italicum, K-43 Penicillium
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expansum, K-42 Penicillium digitatum, K-1 Penicillium chrysogenum, K-34 Penicillium
expansum, K-38 Penicillium expansum, K-26 Penicillium digitatum, K-40 Penicillium
expansum, K-39 Penicillium digitatum olarak tablo 3.3’ de verildigi gibi tanimlandi. Farkli
kodlara sahip olan kiiflerin bazilarinin benzer oldugu tespit edildi. K-45 Penicillium
italicum, K-43, K-34, K-38, K-40 Penicillium expansum, K-26, K-42, K-39 Penicillium
digitatum, K-1 Penicillium chrysogenum seklinde 4 adet farkl: kiif tiirii tespit edilmis oldu.

Tablo 3.3. izole edilen kiif tiirlerinin MALDI-TOF/MS analiz sonuglar1

Ornek Kodu Tiirler

K-1 Penicillium chrysogenum
K-26 Penicillium digitatum
K-34 Penicillium expansum
K-38 Penicillium expansum
K-39 Penicillium digitatum
K-40 Penicillium expansum
K-42 Penicillium digitatum
K-43 Penicillium expansum
K-45 Penicillium italicum

3.3 Altmus Giinliik Ureme Sonunda Elde Edilen Patulin Miktarlar

Yapmis oldugum calismada dokuz adet farkli renklerdeki kiifler kodlarina gore
farkli elma tiirlerine asilandi. Altmis giinliikk bekletmenin sonunda giiriitiilen her bir elma
tiiri analizleri yapildi. Analiz sonuglari tablo 3.4’ de verilmistir. Tablo 3.4’ de elma tiirlerine
ve kiif tiirlerine gore olusan patulin miktar1 verilmistir. Calismamda kiif tiirlerinin tespit
caligmas1 sonradan yapildigindan dokuz adet farkli tahmini kiif tiirii ile patulin iiretimi
gerceklestirildi. Ancak kiif tiirlerinin tespit ¢aligmasi sonucunda dort adet Penicillium
chrysogenum, Penicillium digitatum, Penicillium expansum, Penicillium italicum kif tiirii
tespit edilmis oldu. Tablo 3.4> e baktifimizda gondermis oldugumuz dokuz adet
bilinmeyen tiireden dort tanesinin  Penicillium expansum  oldugu, {i¢ tanesinin
Penicillium digitatum oldugu ve kalan diger birer izole edilen orneklerde Penicillium

italicum ve Penicillium chrysogenum olarak tespit edildi.
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Genel olarak degerlendirildiginde yapmis oldugum ¢aligmada dokuz adet asilamada
tek tek bakildiginda Penicillium expansum en fazla 49.80 mg/kg patulin tretim yamustir.
Bunu sirasiyla Penicillium digitatum 48.23 mg/kg, Penicillium chrysogenum 45.91 mg/kg

ve Penicillium italicum 22.40 mg/kg miktarlarinda tirettigi gorildii.

Tablo 3.4. izole edilen kiif tiirlerinin altmis giinliik analiz sonugclari

Patulin
Numune Al A2 A3 mg/Kg SD
K-1K 7623360 7599558 7611959 13.48 0.02
K-1S 25999029 25894205 25874965 4591 0.12
K-1Y 14132665 14172559 14155096 25.07 0.04
K-26 K 4692083 4730939 4735746 8.36 0,04
K-26S 6094569 6132311 6117350 10.83 0,03
K-26 Y 5360872 5354336 5339033 9.48 0,02
K-34 K 4296308 4273340 4273362 7.58 0.02
K-34S 7110312 7099469 7120380 12.59 0.02
K-34Y 7437348 7429616 7445202 13.17 0.01
K-38 K 9327292 9350734 9339013 15.43 0.02
K-38S 8629689 8797307 8713498 16.54 0.15
K-38Y 15795046 16079737 15937392 28.22 0.25
K-39 K 4943880 4666699 4642959 8.42 0.30
K-39S 17777680 17734166 17790239 31.47 0.05
K-39Y 27298094 27121569 27290756 48.23 0.18
K-40 K 13769146 13839556 13838413 24.47 0.07
K-40S 27769146 27866255 28720942 49.80 0.93
K-40Y 13842413 13859516 14053199 24.65 0.21
K-42 K 3373561 3431447 3378386 6.01 0.06
K-42S 7232840 7235542 7237117 12.81 0.00
K-42Y 5693348 5695487 5692345 10.08 0.00
K-43K 22017715 23062393 22540054 8.85 0.92
K-43S 5001871 4991525 4996698 39.92 0.01
K-43Y 9221699 9254997 9238348 16.36 0.03
K-45 K 2496058 2791760 2643909 4.68 0.26
K-45S 12644940 12645782 12645361 22.40 0.00
K-45Y 4798261 4795896 4797079 8.50 0.00

Farkli elma tiirlerine gore (kirmizi, sar1, yesil) patulin iiretimine bakildiginda genel
olarak sirasiyla sar1 > yesil > kirmizi seklinde oldugu goriildii. Fakat bazi durumlarda yesil
elmalarda patulin miktarin fazla oldugu goriildii. Genel olarak kirmizi elmalarda patulin

miktarinin diisiik oldugu gorildii.
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3.4. Uretimi Yapilan Patulin Standartina Ait Degerlendirmeler

Madde 2.10° da belirtilen sekilde patulin ektraksiyonu yapildiktan sonra etilasetat
¢ozeltisi vakum evaparatorde dibinde yaklasik 10 mL ¢6zelti kalacak bigimde buharlastirildi.
Icersinde bulunan patulin ve diger maddeler hakkinda fikir edinmek i¢cin TLC Silikajel
60 Fos4 ile n-Hekzan-Etilasetat (50-50) ile TLC tankinda yiiriitiilerek kontrolii yapildi.

Ekstrakt icersinde sekil 3.1’ de goriildiigii gibi patulin hari¢ bes adet madde oldugu tespit
edildi.

Sekil 3.1. Etilasetat ile yapilan ektraksiyon sonucu organik fazda
bulunan maddeler
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Farkli Bilegik

Patulin

Patulin

Sekil 3.2. Kolon kromatografisi uygulamasi sonucu birlestirlen 19-24 nolu ekstraktlar

2.11” de belirtildigi bicimde kolon kromotografisi uygulanan 6rnekten toplamda 70
adet 20 mL civarinda toplanamisti. Bunlarin TLC ile yapilna kontroliinde 19-24 nolu
kaplarda patulinin geldigi tespit edilmistir. Daha sonra birlestirilen 19-24 nolu ekstraktlar
tekrar vakum evaparatorde yaklasik olarak 5 mL kalacak bi¢imde birlestirildi. TLC ile
kontroliinde 2 adet maddenin kaldig1 tespit edildi. Tekrar kolon kromatografisi ile patulin

saf hale getirildi.

3.5. Uretimi Yapilan Patulin Standartindan 100 pg/mL Asetonitril Icinde

Hazirlanmasi
Kolon kromatografisi ile elde edilen 40 mg patulin saflik analizi madde 2.8.4. belirtildigi

bicimde HPLC-UV ile analiz yapildi. Yapilan ¢alismada konsantrasyonun 2 98.0 %

tizerinde oldugu tespit edildi. Saflik analiz ile ilgili degerlendirmeler tablo 3.5’de verildi.

51



Tablo 3.5 . Uretime yapilan patulinin spesifikasyon analizi

Analiz Spesifikasyon Sonug¢
Goriiniim (Form) Toz Toz
Goriiniim (Renk) Beyazdan Beyaza ve Sar1 Beyaz
Dokiim
Coziintrliik ( Solvent) Su Su
Cozinirlik ( konsantrasyon)  9.8-10.2 mg/mL 10.00 mg/mL
Cozintrlik ( Turbity) Agik Acik
Coziinirlik ( Renk) Renksizden Soluk Sariya Renksiz
Su igerigi ( Karl Fischer ile) >0.00 % 0.21 %
Elemental Analiz 54.05 - 55.05 % 54.54 %
Saflik (HPLC) >08.0% 98.8 %
Tanimlama NMR ile Tutarh Yapi ile Tutarh

Saf olarak elde edilen patulinden 25 mg tartimi yapilarak 10 mL kalibrasyon
sertifikali balon joje icersinde HPLC gradient garade asetonitril ile ¢oziildii. Elde edilen
bu ¢ozelti konsantrasyonu 2.5 mg/mL’ dir. Hazirlanan bu ana stok ¢ozeltiden 4000 pL
alarak tekrar 10 mL balon igersine alindi. Hazirlanan bu ¢dzelti 100 pg/mL oldu. Bu
sekilde tezin amaci olan analitik standart {iretilmis oldu. Bu standartin sertifikali referans
madde olarak tescillenmesi i¢in TUBITAK ile goriisiilmiis olup bunun i¢in en az 2 yillik

bir siire¢ ve yiiksek maliyet gerektirdigi icin c¢aligma bu sekilde tamamlanmis oldu.
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4. SONUC VE ONERILER

Mikotoksinleri 6nlemek igin gosterilen ugrasilara ragmen, mikotoksinler gelismis
tilkeler de dahil olmak iizere diinyanin bir¢ok yerinde insan sagligiyla ilgili hala 6nemli bir
problem teskil etmektedir. Geleneksel ve organik olarak yetistirilmis ve ¢iiriimiis elma
orneklerinde oldukga yiiksek miktarlarda patulin bulunmaktadir. Bu ¢iiriimiis elmalarin
islenmesiyle tiretilen elma sularindaki patulin derisimi ¢ok yiiksek sevide olabilmektedir.
Patulin gelismesinde muhtemelen en yaygin karsilasilan tiirler olan Penicillium, Aspergillus
ve Byssochlamys cinsindeki bir dizi kif tiirii tarafindan iretilen ikincil bir metabolittir.
Patulin bircok kiiflii meyve, sebze, tahil ve diger gidalarda bir kirletici olarak tespit
edilmistir. Baslica bulasma kaynaklari1 elma ve elma iiriinleridir. Patulin esas olarak kiif
hasarli meyvelerde goriiliir. Ancak kiif varligi bir meyvede mutlaka patulinin bulunacagi
anlamina gelmez fakat mevcut olabilecegini gosterir. Bazi durumlarda, kiiflerin i¢ biiyiimesi,
bocek veya diger saglikli doku istilalarindan kaynaklanabilir.

Ulkemizde konuyla ilgili mevzuat olan Tiirk Gida Kodeksi bulasanlar
yonetmeliginde meyve sulari, konsantreden iiretilen meyve suyu ve meyve nektarlarinda
50.0 pg/kg, distile alkollii igkiler , elma sarab1 ve elmadan iiretilen veya elma suyu igeren
diger fermente igkiler 50.0 pg/kg, kat1 haldeki elma iiriinleri (elma kompostosu ve dogrudan
tilketime sunulan elma piiresi dahil), bebek ve kii¢iik ¢cocuklar i¢in iiretilen ve bu amacla
piyasaya arz edilen / etiketlenen elma suyu ve kat1 haldeki elma tirtinleri (elma kompostosu
ve elma piiresi dahil) 25.0 pug/kg, 10.0 pg/kg ve tahil bazli olmayan ek gidalar 10.0 nug/kg
olarak verilmistir.

Ithalat, ihracat ve piyasa denetimi esnasinda yonetmelikte belirtilen {iriinlerde
patulin analizinin yapilma zorunlulugu vardir. Patulinin ¢esitli analiz metotlar1 kullanilmak
stiretiyle analizi yapilmaktadir. Patulin igin yapilacak olan miktar tespitlerinde analitik
kalibrasyon standartlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapmis oldugum bu ¢alismada analitik
standart liretimiyle ilgili amaglanmis olan yol, yontem ve hedef gerceklestirilmistir.

Yapmis oldugum calismada dogal olarak ciiriitiilen elmalardaki kiif tiirleri renklerine
gore izole edilmeye calisildi. Toplamda dokuz farkli renkte izole edilen kiif tiirleri K-1, K-
26, K-34, K-38, K-39, K-40, K-42, K-43 ve K-45 seklinde kodlandi. Kodlanan bu kiif
tiirlerinin teshisi i¢in MALDI-TOF/MS yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Analiz



sonuglarina gore farkli oldugu diisiiniilerek kodlanan 9 adet kiif tiiriiniin, 4 adet Penicullum
tiriine ait oldugu tespit edilmis oldu. Bunlar kodlarina gore K-1 Penicillium chrysogenum,
K-26 Penicillium digitatum, K-34 Penicillium expansum, K-38 Penicillium expansum, K-39
Penicillium digitatum, K-40 Penicillium expansum, K-42 Penicillium digitatum, K-43
Penicillium expansum ve K-45 Penicillium italicum olmak iizere tanimlanan dort tiir;

e Penicillium chrysogenum

e Penicillium digitatum

e Penicillium expansum

e Penicillium italicum
Olarak tespit edilmis oldu.

P. chrysogenum sadece potansiyel bir antibiyotik tireticisi degil, ayn1 zamanda sitrinin,
siklopiazonik asit, mikofenolik asit, patulin, penisilin asidi, PR-toksin, okratoksin A ve
rokforin gibi mikotoksinleri sentezledigi de bildirilmistir (Leistner ve Pitt, 1977; Reiss,
1977; Cole vd., 1981; Frisvad 1984). Yapmis oldugum g¢alismada P. chrysogenum kirmizi
elmalarda 13.48 mg/kg, sar1 elmalarda 45.91 mg/kg ve yesil elmalarda 25.07 mg/kg patulin
uretti.

P. expansum, mikotoksinler olarak bilinen ¢esitli toksik ikincil metabolitler tiretir.
Patulin, P. expansum 'un sekonder metabolizmasinin ana triinlerinden biridir. Patulinin
insan saghgi lizerinde cesitli zararli etkileri vardir (Assunc vd., 2016; Puel vd., 2010;
Zouaoui vd., 2016). Patuline ek olarak, P. expansum, sitrilin gibi in vitro olarak ¢ok sayida
ikincil metabolit ve mikotoksin iiretir; meyvelerde de tespit edilmistir (Martins vd., 2002).
Diger ikincillere ek olarak P. expansum rokforin C sentezleyebilir (Andersen vd., 2004),
chaetoglobosins (Andersen vd., 2004), expansolidler (Massias vd., 1990), fumaril-DL-alanin
(Birkinshaw ved.,1942) ve andrastin (Kim vd., 2012) ve communesins (Andersen vd., 2004)
gibi maddeleri sentezleyebilir. Yapmis oldugum c¢aligmada P. expansum kirmizi elmalarda
24,47 mg/kg, sar1 elmalarda 49.80 mg/kg ve yesil elmalarda 28.22 mg/kg patulin iiretti. Kiif
tiirleri igersinde en fazla P. expansum patulin tiretimi yapmuigstir.

P. digitatum, triptokuialaninler (TQA) ve fenilalanin-prolin diketopiperazin gibi
bilinen sekonder metabolitlerde ¢ok az sayida {iretir (Frisvad vd., 2004). Literatiirde
patulin tiretimi ile ilgili cok bilgi yoktur. Yapmis oldugum ¢alismada P. digitatum kirmizi
elmalarda 8.36 mg/kg, sar1 elmalarda 10.83 mg/kg ve yesil elmalarda 9.48 mg/kg patulin

tiretti. Kiif tiirleri icersinde en az P. digitatum patulin tiretimi yapmustir.
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P. italicum sekonder metabolitlerden basta italinic acids olmak tizere, 2,5-dihydro-
4 methoxy2H-pyran-2, Verrucolone Fulvic acids, Deoxybrevianamide, Xanthocillins
Shikimic acid, 4-methoxy-6-npropenyl-2-pyrone, 5-hydroxymethyl-2-furic acid gibi
metabolitleri tiretmektedir ( Aria vd., 1989). Literatiirde patulin liretimi ile ilgili bir sonug
bulunmamaktadir. Yapmis oldugum calismada P. italicum kirmizi elmalarda 4.68 mg/kg,
sar1 elmalarda 22.40 mg/kg ve yesil elmalarda 8.50 mg/kg patulin tiretti. Kiif tiirlerinden P.
italicum’ un patulin iiretimi ile ilgili ¢alismaya rastlanmamaistir.

Litaratiirde ¢ok toksik ekstrolit patulin tireten 13 tiir belirtilmistir. Bu tiirler, P.
carneum, P. clavigerum, P. konsantricum, P. coprobium, P. dipodomyicola, P. expansum,
P. glandicola, P. gladioli, P. griseofulvum, P. marinum., P. paneum, P. sclerotigenum ve P.
vulpinum olarak verilmistir (Frisvad vd., 2004).

Farkli elma tiirlerine gore (kirmizi, sari, yesil) patulin liretme kapasitesine bakildiginda
genel olarak siralama sar1 > yesil > kirmiz1 seklinde oldugu goriildii. Fakat bazi durumlarda
yesil elmalarda patulin miktarinin fazla oldugu goriildii. Genel olarak kirmizi elmalarda
patulin miktarinin diisiik oldugu, sar1 ve yesil olanlarda daha yiiksek oldugu goriildi.
Calismis oldugum elma tiirleri Gliimiishane ve Erzincan yerel elma tiirleridir. Literatiirde
yapilan calismalarda farkli elma tiirlerinde olusan patulin miktarinin farkli oldugu tespit
edilmistir (Marin vd., 2006). Farkli elma tiirlerinde farkli patulin miktarinin elde edilmesi
calismamun literatiir ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

Penicillium alt tiirti olan Penicillium'daki 58 tiir, birka¢ mikotoksin dahil olmak tizere
cok sayida biyoaktif ekstrolit (ikincil metabolit) iiretmektedir. Penicillium alt tiiriinden 132
ekstrolit familyasi tiir bagina ortalama 5 ekstrolit familyas1 bildirilmistir (Frisvad vd., 2004).
Bu alt tiirler tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerin igersinde birka¢ pigment, ugucu
madde ve karakterize edilmemis ekstrolitler bulunmaktadir. Bildirilen birkag tiretici yeniden
tanimlanmistir ve Dbilinen ekstrolitlerin yeni iireticileri ilk kez rapor edilmistir. Birkag
ekstrolit bir tiir i¢in benzersizdir, ancak ikincil metabolitlerin ¢ogu birden fazla tiir tarafindan
iretilir. En yaygin ekstrolitler 25 tiir tarafindan iiretilen rokforin C, 17 tiir tarafindan tiretilen
siklopeninler, 13 tiir tarafindan iretilen patulin, 10 tiir tarafindan iiretilen penisilik asit ve
terrestrik asit ve 2-metil izoborneol idi. 8 tiir tarafindan tretilmektedir. Cogu tiir hem
poliketidleri, terpeni hem de amino asitten tiiretilmis ekstrolitleri iiretir ve ¢ok sayida tiir
biyoaktif metabolit tiretirler (Frisvad vd., 2004). Yapmis oldugum c¢alismada TLC ° de kiifler

tarafindan florasans veren bir cok madde goriilmiistiir.
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Yapmis oldugum calismada Giimiishane ve Erzincan illerinden elde edilen yerel
elmalardan kiifler izole edilerek tiirleri tespit edilen bu kiiflere iiretilen patulin cesitli
kromatografik yontemler kullanilarak iiretimi yapilmistir. Uretimi yapilan patulinin HPLC
ile kontrolii yapildiginda safligt 2 98.0 % olarak bulundu. Saf olan patulinden ¢esitli
asamlarda 100 pg/mL analitik standart hazirlanmis oldu.

Ulkemizde mikotoksin analizleri yapilmaktadir. Bu analizlerde kullanilan standartlar
yurt disindan alinmaktadir. Yapmis oldugum bu c¢alisma ile yerli dogal ortamdam izole
edilen kiif tiirlerine yine yerli elma tiirleri kullanilarak patulin tiretimi gerceklestirilebilir.

Uretimi yapilan patulin, tez calismamda kullanmis oldugum yontem kullanilarak saf

olarak elde edilip analitik standart olarak tiretimi gergeklestirilebilir.

56



5. KAYNAKLAR

Abramson, D., Mills, J.T. ve Boycott, B.R., 1983. Mycotoxins and Mycoflora in Animal
Feedstuffs In Western Canada, Can. J. Comp. Med., 47, 23-26.

Akhtar, S., Shahzad, M. A., Yoo, S. ve Ismail, A., 2017. Determination of aflatoxin M1 and
Heavy Metals in infant Formula Milk Brands Available in Pakistani Markets,
Korean Journal of Food Sciencce of Animal Resources, 37, 79-86.

Andersen, B., Smedsgaard, J. ve Frisvad, J.C., 2004. Penicillium Expansum: Consistent
Production Of Patulin, Chaetoglobosins, and Other Secondary Metabolites in
Culture and Their Natural Occurrence in Fruit Products, J. Agric. Food Chem.
52, 2421-2428.

Arai, K, Miyajima, H, Mushiroda, T. ve Yamamoto, Y., 1989. Metabolites of Penicillium
Ttalicum Wehmer: Isolation and Structures of New Metabolites Including
Naturally Occurring 4-ylideneacyltetronic Acids, Italicinic Acid and Italicic
Acid, Chemical and Pharmaceutical Bulletin 37, 3229-3235.

Asao, T., Biichi, G., Abdelkader, M.M., Chang, S. B., Wick, E.L. ve Wogan, G.N., 1965.
The Structures of Aflatoxins B1 and Gi, Journal of the American Chemical
Society, 87, 882.

Assungao, R., Alvito, P., Kleiveland, C.R. ve Lea, T.E., 2016. Characterization of in Vitro
Effects of Patulin on Intestinal Epithelial and Immune Cells, Toxicol. Lett.
250-251, 47-56.

Augusto, F., Hantao, L.W. Mogollon, N.G.S. ve Braga, S.C.G.N., 2013. New Materials and
Trends in Sorbents for Solid-Phase Extraction, Trends in Analytical Chemistry,
43, 14-23.

Barreira, M.J., Alvito P.C. ve Almeida, C.M., 2010. Occurrence of Patulin in Apple-Based-
Foods in Portugal, Food Chemistry, 121, 653-658.

Battilani, P., Barbano C. ve Logrieco A., 2008. Risk Assessment and Safety Evaluation of
Mycotoxinsin Fruits. Mycotoxins in Fruits and Vegetables. Rivka Barkai Golan,
R. B. and Paster, N. (eds), Elsevier, London. pp. 1-26.

Bayman, P. ve Baker, J.L., 2006. Ochratoxins: a Global Perspective, Mycopathologia, 162,
3, 215-223.

Bennett, J.W. ve Klich, M., 2003. Mycotoxins, Clin. Microbiol. Rev., 16, 497-516.

Berijani, S., Assadi, Y., Anbia, M., Hosseini, M.R.M. ve Aghaee, E., 2006. Dispersive
Liquid-Liquid Microextractiol nbined with Gas Chromatography-Flame

57



Photometric Detection: Very Simple, Rapid and Sensitive Method for the
Determination of Organophosphorus Pesticides in Water, J. Chromatogr. A.,
1123, 1-9.

Bezuidenhout, S.C., Gelderblom, W.C.A., Gorst-Allman, C.P., Horak, R.M., Marasas,
W.F.O. ve Spiteller, G., 1988. Structure elucidation of the fumonisins,
mycotoxins from Fusarium moniliforme, Journal of the Chemical Society
Chemical Communications, 11, 743-745.

Birkinshaw, J.H., Raistrick, H. ve Smith, G., 1942. Studies in the Biochemistry of Micro-
Organisms: Fumaryl-dl-alanine (fumaromono-dl-alanide), a Metabolic Product
of Penicillium Resticulosum sp.nov., Biochem. J., 36, 829-835.

Blandino, M., Reyneri, A., Vanara, F., Tamietti, G. ve Pietri, A. 2009. Influence of
Agricultural Practises on Fusarium Infection, Fumonisin and Deoxynivalenol
Contamination of Maize Kernels, World Mycotoxin Journal, 2, 4, 409-418.

Bonerba, E., Ceci, E., Conte, R. ve Tantillo, G., 2010, Survey of the presence of patulin in
fruit juices, Food Additives and Contaminants: Part B, 3, 2, 114-1109.

Boorman, G.A., 1989. NTP Technical Report on the Toxicology and Carcinogenic Studies
of Ochratoxin A (CAS No. 303-47-9i)n F344/n Rats (Gavage Studies).
Department of Health and Human Services, National Institute of Health,
Research Triangle Park, NC. NIH Publication No. 89-2813.

Bozzo, G., Bonerba, E., Ceci, E., Colao, V. ve Tantillo, G., 2011. Determination of
Ochratoxin A in Eggs and Target Tissues of Experimentally Drugged Hens using
HPLC-FLD, Food Chem., 126, 12, 78-1282.

Bozzo, G., Ceci, E., Bonerba, E., Desantis, S. ve Tantillo, G., 2008. Ochratoxin A in Laying
Hens: High-Performance Liquid Chromatography Detection and Cytological
and Histological Analysis of Target Tissues, J. Appl. Poult. Res., 17, 151-156.

Brase, S., Encinas, A., Keck, J. ve Nising, C.F. 2009. Chemistry and Biology of Mycotoxins
and Related Fungal Metabolites, Chemical Reviews, 109, 9, 3903-3990.

Brian, P.W., Elson G.W. ve Lowe D., 1956 Production of Patulin in Apple Fruits by
Penicillium expansum, Nature, 178, 263-264.

Carbonnelle, E., Mesquita, C., Bille, E., Day, N., Dauphin, B., Beretti, J.L., Ferroni, A.,
Gutmann, L. ve Nassif, X. 2011. MALDI-TOF Mass Spectrometry Tools for
Bacterial Identification in Clinical Microbiology Laboratory. Clin Biochem., 44
1, 104-109.

Cerkowniak, M., Bogus, M.I., Wtoka, E., Stepnowski, P. ve Gotgbiowski, M., 2018.
Application of Headspace Solid-Phase Microextraction Followed by Gas
Chromatography Coupled With Mass Spectrometry to Determine Esters of
Carboxylic Acids and Other Volatile Compounds in Dermestes Maculatus and
Dermestes Ater Lipids, Biomed. Chromatogr., 32, 40-51.

Chen, AJ., Jiao, X., Hu, Y., Lu, X. ve Gao, W., 2015. Mycobiota and Mycotoxins in
Traditional Medicinal Seeds From China, Toxins (Basel), 24, 7, 3858-3875.

58



Clark, A.E., Kaleta A.J., Arora A. ve Wolkd D.M., 2013. Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization—-Time of Flight Mass Spectrometry: a Fundamental Shift in the
Routine Practice of Clinical Microbiology, Clinical Microbiology Reviews, 26,
3, 547-603.

Claude, B., Morin., P., Bayoudh, S. ve de Ceaurriz, J., 2008. Interest of molecularly
imprinted polymers in the fight against doping. Extraction of tamoxifen and its
main metabolite from urine followed by high-performance liquid
chromatography with UV detection, J. Chromatogr A., 81-8, 1196-1197.

Cole, R.J. ve Cox, R.H., 1981. Handbook of Toxic Fungal Metabolites, Academic Press Inc,
New York, p 52009.

Czerwiecki, D., Czajkowska, A. ve Witkowska, G., 1998. On ochratoxin A and fungal
flora in Polish cereals from conventional and ecological farms. Part 2:
Occurrence of ochratoxin A and fungi in cereals in 1998, Food Addit. Contam.,
19, 1051-1057.

Celik, C.,2008. Adana“ da Bazi Marketlerde Satisa Sunulan Cekirdeksiz Kuru Uziimlerde
Okratoksin A Varliginin HPLC Yéntemi ile Arastirilmasi. Yiiksek Lisans Tezi,
Cukurova Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Adana, 55s.

Dailey, R.E., Blaschka, A.M. ve Brouwer, E.A., 1977. Absorption, Distribution, and
Excretion of [**C] Patulin by Rats, Journal of Toxicology and Environmental
Health, 3, 3, 479-489.

Dall’Asta, C., Lindner, J.D., Galaverna, G., Dossena, A., Neviani, E. ve Marchelli, R., 2008.
The Occurrence of Ochratoxin A in Blue Cheese, Food Chem., 106, 729-734.

De Hoffmann, E., 2005. Mass Spectrometry, Kirk-Othmer Encyclopedia of Chemical
Technology, 101, 122-134.

De Pinho, G.P., Neves, A.A., de Queiroz, M.E.L.R. ve Silvério, F.O., 2010. Optimization
of the Liquid-Liquid Extraction Method and Low Temperature Purification
(LLE-LTP) for Pesticide Residue Analysis in Honey Samples by Gas
Chromatography, Food Control, 21, 1307-1311.

Dombrink-Kurtzman, M.A., 2006. The isoepoxydon Dehydrogenase Gene of The Patulin
Metabolic Pathway Differs for Penicillium Griseofulvum and Penicillium
Expansum, Antonie van LeDolarwenhoek, International Journal of General and
Molecular Microbiology, 89, 1 -8.

Drusch, S. ve Ragab, W., 2003. Mycotoxins in Fruits, Fruit Juices, and Dried Fruits,
J. Food Prot., 66, 1514-27.

Duarte, S.C., Lino, M.C. ve Pena, A., 2011. Ochratoxin A in Feed of Food-PRoducing
Animals: An Undesirable Mycotoxin With Health and Performance Effects,
Veterinary Microbiology, 154, 1-13.

Eaton, D.L. ve Gallagher, E.P., 1994. Mechanisms of Aflatoxin Carcinogenesis, Annu Rev
Pharmacol Toxicol, 34, 135-172.

59



Filipiak, W. ve Bojko, B., 2019. SPME in Clinical, Pharmaceutical, and Biotechnological
Research — How Far Are We from Daily Practice, TrAC Trends Anal. Chem.,
115, 203-213.

Frisvad, J.C., Filtenborg, O., Lund, F. ve Samson, R.A. 2000. The Homogeneous
Species and Series in Subgenus Penicillium are Related to Mammal Nutrition
and Excretion. In: Samson, R.A., and Pitt, J.I. (eds.). Integration of Modern
Taxonomic Methods for Penicillium and Aspergillus Classification, pp: 265-
283. Harwood Academic Publishers, N.Y., USA.

Frisvad, J.C., Smedsgaard, J., Larsen, T.O. ve Samson, R.A., 2004. Mycotoxins and Other
Extrolites Produced by Species in Penicillium Subgenus Penicillium, Stud.
Mycol. 49, 201-241.

Frisvad, J.C., 1984. Expressions of Secondary Metabolism as Fundamental Characters
inPenicillium Taxonomy. In: Kurata H, Ueno Y (eds) Developments in Food
Science 7. Toxigenic Fungi — Their Toxins and Health Hazard. Kodansha Ltd,
Tokyo and Elsevier Science Publishers, Amsterdam, pp 98-106.

Gabriela Islas, A.C., Ibarra, I. S., Hernandez, P. ve Miranda, J. M., 2017. Dispersive Solid
Phase Extraction for the Analysis of Veterinary Drugs Applied to Food Samples:
areview, Int. J. Anal. Chem., 1-16.

Gelderblom, W.C.A., Jaskiewicz, K., Marasas, W.F.O., Thiel, P. G., Horak, M. J. ve
Vleggaar, R., 1988. Fumonisinsdnovel Mycotoxins with cancer Promoting
Activity Produced by Fusarium Moniliforme, Applied and Environmental
Microbiology, 54, 1806-1811.

Groopman, J.D., Kensler, T.W. ve Wild, C.P., 2008. Protective Interventions to Prevent
Aflatoxin-Induced Carcinogenesis in developing Countries, Annu. Rev., Public
Health. 29, 187-203.

Groopman, J.D., Scholl, P. ve Wang, J.S., 1996. Epidemiology of Human Aflatoxin
Exposures and Their Relationship to Liver Cancer, Prog. Clin. Biol. Res, 395,
211-222.

Guillamont, E.M., Lino, C.M., Baeta, M.L., Pena, A.S., Silveira, M.I.N. ve Vinuesa, J.M.,
2005. A Comparative Study of Extraction Apparatus in HPLC Analysis of
Ochratoxin A in Muscle, Anal. Bioanal. Chem., 383, 570-575.

Hall, A.J. ve Wild, C.P., 1994. Epidemiology of Aflatoxin-Related Disease. Eaton, D.L.,
Groopman, J.D. (Eds.), The Toxicology of Aflatoxins: Human Health,
Veterinary and Agricultural Significance. Academic Press. New York, USA. pp.
233-258.

Harwig, J., Chen, Y.K., Kennedy, B.P.C. ve Scott, P.M., 1973. Occurence of Patulin and
Patulin Producing of Penicillium expansum in Natural Rots of Apple in Canada,
Can. Inst. Food Sci. Technol. J., 6, 1, 22-25.

Hayes, A.W., Phillips, T.D., Williams, L. ve Ciegler A., 1979. Acute Toxicity of Patulin
in Mice and Rats, Toxicology, 13, 91-100.

60



Hennion, M.C., 1999. Solid-Phase Extraction: Method Development, Sorbents, and
Coupling With Liquid Chromatography, J. Chromatogr. A., 856, 3-54.

Hettick, J.M., Green, B.J., Buskirk A.D., Kashon, M.L., Slaven, J.E., Janotka, E.,
Blachere, F.M., Schmechel, D. ve Beezhold, D.H., 2008. Discrimination of
Penicillium Isolates by Matrix-Assisted Laser Desorption/ionization Timeof-
Flight Mass Spectrometry Fingerprinting, Rapid Commun. Mass Spectrom., 22,
2555-2560.

Hosseini, M.H., Rezaee, M., Akbarian, S., Mizani, F., Pourjavid, M.R. ve Arabieh, M., 2013.
Homogeneous Liquid-Liquid Microextraction Via Flotation Assistance for
Rapid and Efficient Determination of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in
Water Samples, Anal. Chim. Acta., 762, 54-60.

Humpf, H.-U. ve Voss, K.A., 2004. Effects of Food Processing on the Chemical Structure
and Toxicity of Fumonisin Mycotoxins, Mol. Nutr. Food Res., 48, 255-2609.

IARC, 1993. IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans:Some
Naturally Occurring Substances: Food Items and Costituents, Heterocyclic
Aromatic Amines and Mycotoxins, IARCPress, 56, Lyon.

IARC, 2002. Fumonisin B1. Monographs on the Evaluation of the Carcinogenic Risks to
Humans: Some Traditional Herbal Medicines, Some Mycotoxins, Naphthalene
and Styrene, IARCPress, 82, Lyon.

IARC. 2002. Aflatoxins. In Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to
Humans. France: IARC Press. IARC Scientific Publication, Lyon. 82, 9-13.

Iha, M., H. ve Sabino, M., 2008. Incidence of patulin in Brazilian Apple-Based Drinks, Food
Control, 19, 417-422.

International Organization for Standardization (ISO), 2008. Revision of Definitions for
Reference Material and Certified Reference Material, ISO Guide 30:1992/Amd
1:2008, Geneva, Switzerland.

Islas C.A., 2001. Comparison of Fractionation Methods for the Structural Characterization
of Petroleum Residues, Energy & Fuels, 15, 429-437.

Islas C.A., Suelves, 1., Carter, I.E., Apicella, B., Herod, A.A. ve Kandiyoti, R., 2003. The
Unusual Properties of High Mass Materials From Coal-Derived Liquid, Fuel, 82,
1813-1823.

Ismail A., Gongalves, B.L., de Neeffb, D.V., Ponzilacqua, B., Coppa, F.S.C., Hintzschec,
H., Sajide, M., Cruz, A.G., Corassin, C.H. ve Oliveira, C.A.F., 2018. Aflatoxin
in Foodstuffs: Occurrence and Recent Advances in Decontamination, Food
Research International, 113, 74-85.

ISO, 2006. Standardization 1. O. F. reference materials e general and statistical principles
for certification.

IUPAC, 1993. Glossary For Chemists Of Terms Used In Toxicology. Pure &Appl. Chem.,
65, 9, 2003-2122.

61



James, A.T. ve Martin, A.J.P., 1952. Gas-Liquid Partition Chromatography: The Separation
and Micro-Estimation of Volatile Fatty Acids from Formic Acid to Dodecanoic
Acid, Biochem. J., 50, 5, 679-690.

Jeannot, M.A. ve Cantwell, F.F., 1996. Solvent Microextraction into a Single Drop, Anal.
Chem, 68, 2236-2240.

Jelinek, C.F., Pohland, A.E ve Wood, G.E., 1989. Worldwide Occurrence of Mycotoxins in
Foods and Feeds — an Update, J. AOAC, 72, 223-230.

Kandiyoti, R., Herod, A., Bartle, K. ve Morgan, T., 2017. Analytical Techniques for High-
Mass Materials, Solid Fuels and Heavy Hydrocarbon Liquids, Elsevier Science,
p. 343-436.

Kara, M., Uysal, A., Soylu, S., Kurt, S. ve Soylu, E.-M., 2017. Identification of Plant-
Associated Microorganisms Employing MALDI TOF Mass Spectrometry as a
Rapid Detection Technique. International Conference on Agriculture, Forest,
Food Sciences and Technologies (ICAFOF), 15-17 May, 2017. Nevsehir, p.
1111.

Karaca, H., 2006. Kuru Incirlerin Aflatoksin, Patulin, Ergosterol h;erigi ve Farkli
Kosullarda Aflatoksinlerin Par¢alanma Diizeyleri. Yiiksek Lisans Tezi,
Pamukkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Denizli, 103s.

Kim, H.Y., Park, H.M. ve Lee, C.H., 2012. Mass Spectrometry-Based Chemotaxonomic
Classification of Penicillium Species (P. echinulatum, P. expansum, P. solitum,
and P. oxalicum) and its Correlation with Antioxidant Activity, J. Microbiol.
Methods, 90, 327-335.

Knaflewski, M., Golinski, P.K., Kostecki, M., Waskiewicz, A. ve Weber, Z., 2008.
Mycotoxins in Asparagus Spears and Producing Them Fungi, Acta Horticulture,
776, 183-189.

Kockaya, E.A., Selmanoglu, G., Ozsoy, N. ve Giil, N., 2009, Evaluation of Patulin Toxicity
in the Thymus of Growing Male Rats, Arti Hig Rada Toksikol, 60, 411-418.

Koszegi, T. ve Poor, M., 2016. Ochratoxin A: Molecular interactions, Mechanisms of
Toxicity and Prevention at the Molecular Level, Toxins, 8,4, 111.

Koppen, R., Koch M., Siegel D., Merkel S., Maul R. ve Nehls, 1., 2010. Determination
of Mycotoxins in Foods: current State of Analytical Methods and Limitations,
Applied Microbiology and Biotechnology, 86, 1595-1612.

Lawley, R., Curtis L. ve Davis J., 2008. Patulin, The Food Safety Hazard Guidebook.
Royal Society of Chemistry Publishing, p. 213-216

Lawlor, P.G. ve Lynch P.B., 2001. Mycotoxins in Pig Feeds 2, Clinical Aspects. Ir. Vet. J.,
54, 4, 172-176.

Leistner, L. ve PittJ.1., 1977. Miscellaneous Penicillium Toxins. In: Rodricks JV, Hesseltine
CW, Mehimann MA (eds), Mycotoxins in Human and Animal Health, Pathotox
Publishers Inc, Park Forest South, I1, pp 639-653. 7

62



Li,J, Wu R., Hu Q. ve Wang J., 2007. Solid-Phase Extraction and HPLC Determination
of Patulin In Apple Juice Concentrate, Food Control, 18, 530-534.

Li, F. ve Musselman, B., 2018. High-Throughput Extraction and Detection Of Drugs in
Urine: Parallel Sampling With Solid-Phase Microextraction (SPME) Fibers
Coupled With Direct Analysis in Real Time-Mass Spectrometry (DART-MS)
Detection. Anal. Drugs Abus.. Musah, R.A. (eds), Springer New York. 97-106.

Llompart, M.M., Celeiro M. ve Dagnac T., 2019. Microwave-Assisted Extraction of
Pharmaceuticals, Personal Care Products and Industrial Contaminants in The
Environment, TrAC Trends Anal. Chem., 116, 136-150.

Lombaert, G.A., Pellaers, P., Roscoe, V., Mankotia, M., Neil, R. ve Scott, P.M., 2003.
Mycotoxins In Infant Cereal Foods From The Canadian Retail Market, Food.
Addit. Contam., 20, 494-504.

Lovett, J., Thompson, R.G. ve Bautin, B.K., 1975. Trimming as a Means of Removing
Patulin from Fungus Rotted Apples, J. Assoc. Offic. Anal. Chemists, 58, 5, 909-
911.

Ma, Y.Y. ve Guo, H.W., 2008. Mini-Review Of Studies On The Carcinogenicity of
Deoxynivalenol, Environ. Toxicol. Pharmacol, 25, 1-9.

MacDonald, S., Long, M., Gilbert, J. ve Felgueiras, I., 2000. Liquid Chromatographic
Method For The Determination of Patulin in Clear and Cloudy Apple Juices and
Apple Puree: Collaborative Study, Journalof AOAC International, 83, 6, 1387—
1394,

MacDonald, S. ve lllida, F., 1997. Report On Workpackage. Draft of a Method for Patulin
In Clear and Cloudy Apple Juices and In Apple Puree in Suitable Format for
Intercomparison Purposes. JCR Report SMT-CT96-2045. 0585B-98.

Manning, B.B., Ulloa, R.M., Li, M.H., Robinson, E.H. ve Rottinghaus, G.E., 2003.
Ochratoxin A Fed to Channel Catfish (Ictalurus Punctatus) Causes Reduced
Growth and Lesions of Hepatopancreatic Tissue, Aquaculture, 219, 739-750.

Marasas, W.F.O., 2001. Discovery and Occurrence of The Fumonisins: a Historical
Perspective, Environmental Health Perspectives, 109, 239-243.

Marin, S., Morales, H., Hasan, H.A.H., Ramos, A.J. ve Sanchis, V., 2006. Patulin
Distribution In The Tissue of Penicillium Expansum-Contaminated Fuji and
Golden Apples, Food Addit Contam., 12, 1316-22.

Martin, A.J.P.ve Synge, R.L.M., 1941. A New Form of Chromatogram Employing Two
Liquid Phases: A Theory Of Chromatography. 2. Application to The Micro-
Determination of The Higher Monoamino-Acids In Proteins, Biochem. J., 35,
1358.

Martins, M.L., Gimeno, A., Martins, H.M. ve Bernardo, F., 2002. Co-occurrence of
patulin and citrinin in Portuguese apples with rotten spots, Food Addit. Contam.,
19, 568-574.

63


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17118875

Massias, M., Rebuffat, S., Molho, L., Chiaroni, A., Riche, C. ve Bodo, B., 1990.
Expansolides A and B: tetracyclic sesquiterpene lactones from Penicillium
expansum, J. Am. Chem. Soc., 112, 8112-8115.

Miller, J.M., 2003. Chromatography: Concepts and Contrasts, 2nd ed.. Encyclopedia of
Applied Physics. Wiley, J. and Hoboken, S. (eds) NJ, USA.

Minervini, F. ve Dell'Aquila, M.E., 2008. Zearalenone and Reproductive Function in Farm
Animals, Int. J. Mol. Sci. 9, 12, 2570-2584.

Mishra, S., Dwivedi, D.P., Pandey, P. H. ve Das, M., 2014. Role of Oxidative Stress In
Deoxynivalenol Induced Toxicity, Food and Chemical Toxicology. 72, 20-29.

Moake, M.M., Padilla-Zakour, O.l. ve Worobo, R.W., 2005, Comprehensive Review of
Patulin Control Methods in Foods, Comprehensive Reviews in Food Science and
Food Safety, 1, 8-21.

Moake, M.M., Padilla-Zakour, O.l. ve Worobo, R.W., 2005. Comprehensive Review of
Patulin Control Methods in Foods, Comprehensive Reviews In Food Science
and Food Safety, 1, 8-21.

Monaci, L., Palmisano, F., Matrella, R. ve Tantillo, G., 2005. Determination of Ochratoxin
a At Part-Per-Trillion Level in Italian Salami by immunoaffinity Clean-Up and
High-Performance Liquid Chromatography With Fluorescence Detection,
Journal of Chromatography A, 1090, 184-187.

Morales, H., Marin S., Ramos, A., J. ve Sanchis, V., 2010, _Influence of Postharvest
Technologies Applied During Cold Storage of Apples In Penicillium Expansum
Growth and Patulin Accumulation: A Review, Food Control, 21,953-962.

Nagy, C.M., Fejer, S.N., Berek, L., Molnar, J. ve Viskolcz, B., 2005. Hydrogen Bondings
In Deoxynivalenol (DON) Conformations — A Density Functional Study, J. Mol.
Struct. 726, 55-59.

Nasiri, M., Ahmadzadeh, H. ve Amiri, A., 2020. Sample Preparation and Extraction
Methods for Pesticides in Aquatic Environments: A review, Trends in Analytical
Chemistry, 123-148.

Noche, G.G., Laespada, M.E.F., Pavon, J.L.P., Cordero, B.M. ve Lorenzo, S.M, 2011. In
Situ Aqueous Derivatization and Determination of Non-Steroidal Anti-
Inflammatory Drugs By Salting-Out-Assisted Liquid-Liquid Extraction and Gas
Chromatography—Mass Spectrometry, J. Chromatogr. A, 1218, 6240-6247.

Nwakanma, C. ve Unachukwu, M., 2017. Molds. The Microbiological Quality of Food.
Bevilacqua, A., Corbo, M. R., Sinigaglia, M, (eds). Foggia, Italy. pp. 133-148.

Odhav, B., Adam, J. K. ve Bhoola, K. D., 2008. Modulating Effects of Fumonisin B1 and
Ochratoxin a on Leukocytes and Messenger Cytokines of The Human Immune
System, International Immunopharmacology, 8, 799-809.

Olivares, I.R.B. ve Lopes, F.A.,2012. Essential Steps To Providing Reliable Results Using
The Analytical Quality Assurance Cycle, Trends Anal. Chem., 35, 109-121.

64



Olivares, I.R.B., Souza, G.B., Nogueira, A.R.A., Toledo, G.T.K. ve Marcki, D.C., 2018.
Trends In Developments of Certified Reference Materials for Chemical Analysis
- Focus On Food, Water, Soil, and Sediment Matrices, Trends in Analytical
Chemistry, 100, 53-64.

Ostry, V., Skarkova J. ve Ruprich, J. 2004. Occurrence Of Penicillium Expansum and
Patulin in Apples as Raw Materials for Processing of Foods - Case Study,
Mycotoxin Research, 20, 24-28.

Otteneder, H. ve Majerus, P., 2001. Ochratoxin A (OTA) in Coffee: Nation-Wide Evaluation
of Data Collected By German Food Control 1995-1999, Food Addit.
Contam.,18, 431-435.

Ozgelik, S., 1979. Nigde, Amasya ve Erzincan illerinde Uretilen Onemli Elma Cesitlerinde
Mikrobiyal Bozulmalar Ve Bozulan Elmalarda Patulin Olusumu. Doktora Tezi,
Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum, 81 s.

Padua, R.A.F. ve Machinski Junior, M., 2005. Aspectos Toxicologicos E Ocorréncia De
Patulina Em Suco De Maca, Semina Ciéncias Agrarias, 26, 4, 535-542.

Paterson, R.R.M., Archer, S., Kozakiewicz, Z., Lea, A., Locke, T. ve O’Grady, E., 2000. A
Gene Probe for The Patulin Metabolic Pathway With Potential for Use In Patulin
and Novel Disease Control, Biocontrol Science and Technology, 10, 509- 512.

Pestka, J.J. ve Smolinski, A.T., 2005. Deoxynivalenol: Toxicology and Potential Effects on
Humans, J. Toxicol. Environ. Health B., 8, 39-69.

Pozzo, L., Cavallarin, L., Nucera, D., Antoniazzi, S. ve Schiavone, A., 2010. A Survey of
Ochratoxin a Contamination in Feeds and Sera From Organic and Standard
Swine Farms in Northwest Italy, J. Sci. Food Agric. 90, 1467-1472.

Puel, O., Galtier P.ve Oswald 1.P., 2010. Biosynthesis and Toxicological Effects of Patulin,
Toxins, 2, 613-631.

Quevauviller, P. ve Maier, E.A., 1999. Interlaboratory Studies and Certified Reference
Materials for Environmental Analysis-The BCR Approach, Elsevier,
Amsterdam, The Netherlands, 1999.

Quevauviller, P., 1999. Reference Materials: An Inquiry Into Their Use and Prospects in
Europe, 1999/02/01/, TrAC Trends Anal. Chem., 18, 76-85.

Reiss, J., 1977. Mycotoxins In Foodstuffs. X. Production of Citrinin by Penicillium
Chrysogenum in Bread, Food and Cosmetics Toxicol ,15, 303-307.

Rheeder, J.P., Marasas, W.F.O. ve Vismer, H.F., 2002. Production of Fumonisin Analogs
by Fusarium Species, Appl. Environ. Microbiol., 68, 2101-2105.

65



Riahi-Zanjani, B., Balali-Mood, M., Asoodeh, A., Es’haghi, Z. ve Ghorani-Azam, A., 2018.
Developing a New Sensitive Solid-Phase Microextraction Fiber Based on
Carbon Nanotubes for Preconcentration of Morphine, Appl. Nanosci., 18, 2047-
2056.

Rico-Munoz, E., Samson, R.A. ve Houbraken, J., 2019. Mould Spoilage of Foods and
Beverages: Using The Right Methodology, Food Microbiology. 81, 51-52.

Rogowskaa, A., Pomastowskia, P., Sagandykovaa, G. ve Buszewskia, B., 2019. Zearalenone
and Its Metabolites: Effect on Human Health, Metabolism and Neutralisation
Methods, Toxicon ,162, 46-56.

Roll, R., Matthiaschk G. ve Korte A., 1990. Toxicology and Oncology : Official Organ of
the International Society for Environmental Toxicology and Cancer, Journal of
Environmental Pathology, 10, 1, 2, 1-7.

Roseanu, A., Jecu, L., Badea, M. ve Evans, R., W., 2010, Mycotoxins: An Overview on
Their Quantification methods, Rom. J. Biochem., 47, 1, 79-86.

Sabuncuoglu, S.A., Baydar, T., Giray, B. ve Sghin, G., 2008. Mikotoksinler: Toksik Etkileri
Degradasyonlari, Olusumlarinin Onlenmesi ve Zararh Etkilerinin Azaltilmast,
Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dergisi, 28, 1, 63- 92.

Safaiikova, M. ve Safaiik, I., 1999. Magnetic Solid-Phase Extraction, J. Magn. Magn.
Mater, 194, 108-112.

Sakthivelan, S.M. ve Rao, G.V.S., 2010. Effect Of Ochratoxin a on Body Weight, Feed
Intake and Feed Conversion in Broiler Chicken, Vet. Med. Int., 2010, 1-4.

Saleeb, P.G., Drake, S.K., Murray, P.R. ve Zelazny A.M. 2011. Identification of
Mycobacteria in Solid-Culture Media by Matrixassisted Laser Desorption
fonization-Time of Flight Mass Spectrometry. J Clin Microbiol. 49, 1790-1794.

Santos, C, Paterson, R.R.M., Venancio, A. ve Lima N., 2010. Filamentous Fungal
Characterizations by Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-
Flight Mass Spectrometry, J. Appl. Microbiol, 108, 375-385

Schiavone, A., Cavallero, C., Girotto, L., Pozzo, L., Antoniazzi, S. ve Cavallarin, L., 2008.
A Survey On The Occurrence of Ochratoxin A In Feeds and Sera Collected In
Conventional and Organic Poultry Farms In Northern Italy, Italian Journal of
Animal Science, 7, 495-503.

Seefelder, W., Gossmann, M. ve Humpf, H.U., 2002. Analysis of Fumonisin B1 In Fusarium
Proliferatum-infected Asparagus Spears and Garlic Bulbs From Germany by
Liquid Chromatography-Electrospray Ionization Mass Spectrometry, Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 50, 10, 2778-2781.

Shim, W.B., Ha, K.S., Kim, M.G., Kim, J.S. ve Chung, D.H., 2014. Evaluation of The
Transfer Rate of Ochratoxin a to Decoctions of Herbal Medicines, Food Sci.
Biotechnol., 23, 2103-2108.

66



Silva , S.J.N., Schuch, P.Z., Bernardi, C.R., Vainstein, M.H., Jablonski, A. ve Bender, R.,
2007, Patulin in Food: State-of-the-art and Analytical Trends, Rev. Bras. Frutic.,
Jaboticabal - SP, 29, 2, 406-413.

Skaug, M.A., 1999. Analysis of Norwegian Milk and Infant Formulas for Ochratoxin A.,
Food Addit. Contam.,16, 75-78.

Solfrizzo, M., Piemontese, L., Gambacorta, L., Zivoli, R. ve Longobardi, F., 2015. Food
Coloring Agents and Plant Food Supplements Derived From Vitis Vinifera: A
New Source of Human Exposure to Ochratoxin A, J. Agric. Food Chem., 08,
63, 3609-3614.

Solti, L., Pe’ csi, T., Barna-Vetro”, 1., Sza” sz, F., Biro” , K. ve Szabo, E., 1999. Analysis
of Serum and Seminal Plasma After Feeding Ochratoxin A With Breeding
Boars. Anim. Reprod. Sci., 56, 123-132.

Sommer, N.F., Buchanan J.R. ve Fortlage R.J., 1974a. Production of Patulin By Penicillium
Expansum, Appl. Microbiol., 28, 4, 589-593.

Sommer, N.F., Buchanan J.R., Fortlage R.J. ve Hsieh D.P.H., 1974b. Patulin, A Mycotoxin,
In Fruit Products, Proc. IV Int. Congress, Food Sci. And Technol., 3, 266-271.

Sorenson, J.A., Yannuzzi, L.A. ve Shakin, J.L., 1985. Recurrent Subretinal
Neovascularization, Ophthalmology, 92, 1059-1074.

Souza-Silva, E.A., Gionfriddo, E. ve Pawliszyn, J., 2015. A Critical Review of The State of
The Art of Solid-Phase Microextraction of Complex Matrices Il. Food Analysis,
TrAC Trends Anal. Chem, 71; 236-248.

Spadaro, D., Ciavorella A, Frati S., Garibaldi A. ve Gullino M. L., 2007. Incidence and
Level of Patulin Contamination In Pure and Mixed Apple Juices Marketed In
Italy, Food Control, 18,1098-1102.

Speijers, G., J., A., 2004. Patulin, Mycotoxins in Food: Detection and Control, Magan, N.,
Olsen, M (eds), Cambridge:Woodhead Publishing, 339-352.

Stevenson, L.G., Drake, S.K. ve Murray, P.R. 2010. Rapid Identification of Bacteria In
Positive Blood Culture Broths by Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-
Time of Flight Mass Spectrometry, J Clin Microbiol 48, 444-447.

Suelves, 1., Islas, C.A., Millan, M., Galmes, C., Carter, L.LE. ve Herod, A.A., 2003.
Chromatographic Separations Enabling The Structural Characterisation of
Heavy Petroleum Residues, Fuel, 82, 1-14.

Tang, Y., Xu, J., Chen, L., Qiu, J., Liu, Y. ve Ouyang, G., 2017. Rapid In Vivo
Determination of Fluoroquinolones in Cultured Puffer Fish (Takifugu Obscurus)
Muscle by Solid-Phase Microextraction Coupled With Liquid Chromatography-
Tandem Mass Spectrometry, Talanta, 175, 550-556.

67



Tangni, E.K., Theys R., Mignolet E., Maudoux M., Michelet J.Y. ve Larondelle, Y., 2003.
Patulin In Domestic and Imported Apple-Based Drinks In Belgium: Occurence
and Exposure Assessment, Food Additives and Contaminants, 20, 5, 482—-489.

Tournas, Welke, J.E., Hoeltz, M., Dottori, H.A. ve Noll, I., B., 2010. Fungi and Patulin in
Apples and The Role Of Processing On Patulin Levels In Juices: A Study On
Naturally Contaminated Apples, Journal of Food Safety 30, 276-287.

Tsalev, D.L., 1994. Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry in Occupational and
Environmental Health Practice—A Decade Of Progress And Establishment. A
Review. Invited Lecture, J. Anal. At. Spectrom. 9, 405-414.

Tiirk Gida Kodeksi, 2011. Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi, Resmi Gazete.
28157.

Udomkun, P., Wiredu A.N., Nagle M., Miiller J., Vanlauwe B. ve Bandyopadhyay, R.,
2017. Innovative Technologies To Manage Aflatoxins In Foods and Feeds And
The Profitability of Application — A Review, Food Control, 76, 127-138.

Uysal, A., Kurt S., Soylu E.M., Kara M. ve Soylu S., 2018. Evaluation of the Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight (MALDI-TOF) Mass
Spectrometry for Identification of Some Plant Fungal Pathogenic Species.
International Agricultural Science Congress. 09-12 May Van/Turkey.

Van Egmond, H.P., 1987. Current situation on regulations for mycotoxins. Overview of
tolerances and status of standard methods of sampling and analysis, Food
Additives and Contaminants, 6,2, 139-188.

Venelinov, T. ve Quevauviller, P., 2003. Are Certified Reference Materials Really
Expensive, TrAC Trends Anal. Chem., 22, 15-18.

Veprikova, Z., Zachariasova, M., Dzuman, Z., Zachariasova, A., Fenclova, M., Slavikova,
P., Vaclavikova, M., Mastovska, K., Hengst, D. ve Hajslova, J., 2015.
Mycotoxins In Plant-Based Dietary Supplements: Hidden Health Risk for
Consumers, J. Agric. Food Chem., 29, 63, 6633-6643.

Voss, K.A., Smith, G.W. ve Haschek, W.M., 2007. Fumonisins: Toxicokinetics, Mechanism
of Action and Toxicity, Animal Feed Science and Technology, 137, 299-325.

Walker, R. ve Lumley 1., 1999. Pitfalls in terminology and use of referencematerials, Trends
Anal. Chem. 18, 594-616.

Wang, L.D., Yang, H.H., Fan, Z.M., Lu, X.D., Wang, J.K. ve Liu, X.L., 2005. Cytological
Screening and 15 Years Follow-Up (1986-2001) For Early Esophageal
Squamous Cell Carcinoma and Precancerous Lesions In A High-Risk Population
In Anyang County, Henan Province, Northern China, Cancer Detectection and
Prevention, 29, 317-322.

Wanga, L., Liaoa, Y., Penga, Z., Chena, L., Zhangc, W., Niisslerd, A.K., Shie, S., Liua,
L.ve Yanga, W., 2019. Food Raw Materials and Food Production Occurrences
of Deoxynivalenol In Different Regions, Trends in Food Science & Technology,
83, 41-52.

68



Waskiewicz, A., Beszterda, M. ve Golinski, P., 2012. Occurrence Of Fumonisins In Food
An Interdisciplinary Approach To The Problem, Food Control, 26, 491-499.

Waskiewicz, A., Golinski, P., Karolewski, Z., Irzykowska, L., Bocianowski, J. ve Kostecki
M., 2010. Formation of Fumonisins and Other Secondary Metabolites by
Fusarium Oxysporum and F. Proliferatum - A Comparative Study, Food
Additives and Contaminants, 27, 5, 608-615.

Waskiewicz, A., Irzykowska, L., Bocianowski, J., Karolewski, Z., Kostecki, M. ve Weber,
Z., 2010. Occurrence of Fusarium Fungi and Mycotoxins In Marketable
Asparagus Spears, Polish Journal of Environmental Studies, 19, 1, 219-225.

Wild, C.P. ve Montesano, R.A., 2009. Model of Interaction: Aflatoxins and Hepatitis
Viruses In Liver Cancer Aetiology and Prevention, Cancer Lett. 286, 22-28.

Wilson, D.M. ve Nuovo, G.J., 1973. Patulin Production in Decayed by Penicillium
Expansum, Appl. Microbiol., 26, 1, 124-125

Worldwide regulations for mycotoxins 1995. A compendium. FAO Food & Nutrition Paper,
64, 1-43.

Yang, Y., P.Qin P., X. Zhang, X.,J. Niu, J,, S. Tian, S., M. Lu, M., J. Zhu, J. ve Cai,
Z.,2018. Layer-By-Layer Fabrication of G-C3N4 Coating For Headspace Solid-
Phase Microextraction of Food Additives Followed by Gas Chromatography-
Flame fonization Detection, Anal. Methods., 10, 322-329.

Yin, L., Mondal, Q. Hu, S., Xu J. ve Ouyang, G., 2019. Peanut Shell-Derived Biochar
Materials for Effective Solid-Phase Microextraction of Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons in Environmental Waters, Talanta, 202, 90-95.

Zgota-Grzeskowiak, A. ve Grzeskowiak, T., 2011. Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction, TrAC Trends Anal. Chem., 30, 1382-1399.

Zhang, J., Li, W., Zhu, W., Qin, P., Lu, M., Zhang, X., Miao, Y. ve Cai, Z., 2019.
Mesoporous Graphitic Carbon Nitride@Nico204 Nanocomposite As A Solid
Phase Microextraction Coating For Sensitive Determination Of Environmental
Pollutants In Human Serum Samples, Chem. Commun., 55, 10019-10022.

Zouaoui, N., Mallebrera, B., Berrada, H., Abid-Essefi, S., Bach,a H. ve Ruiz, M.J., 2016.
Cytotoxic Effects induced by Patulin, Sterigmatocystin and Beauvericin On
CHO-K1 cells, Food Chem. Toxicol, 89, 92—-103.

69



6. EKLER:

rweageA1p zijeue uinied ) TJH UIUISSUNWNU BUW]

| z

oo -LISRET) OEO0N LinEd -

R

R TR

T
'
'
'
'
'
'
'
'
'
e

Aty

sl uoiuEgEy
e

HZZeL0Lak

+ MHUEAZ-000LAD

Ml EE2' L Tapnujdiky - 20N | LG2E'E (BN

9 N[POY MTT 'T'9 IMPS N

05T

s

058

0og

e

70



rweadeArp zijeue urnied HJH UIUISOUNWNU BW[S N[POY SZZ ‘29 IPPS A

0BELL G212 Uinged

=T

Bl uogUEEy
e

=zz6LaLal

WAL Z-000LAN

MW 924°0 (Spnujduy - Ssanuyy Q0gzL' G fawi

0%

aal

0%l

aaz

fal=x4

ang

0%

ad+

il

aasz

(et

71



rweade£1p zijeue urnjed HTJH UIUISaUNUWNU W] N[PO AZZ '€°9 IPPS N

& g 2 ] G ¥ [ z I ]

h—

(uryed)

aaz

sz

aas

0ss

0

05F

72

ealy

AW UonUlEy
SR

AZZELOLAL

UG L2000 kAT

M TL2'0 SBpnUduw - SSINUWY GEL06'6 Sl



rweade£rp zijeue urnyed ) TJH uruIsaunwnu BWid N[Pos MEE 9 MRS A

o
=
=
55
-
=
-~

Baly

S| uopISiEy

I
HESHELDLAL

gL Z-000 LA

Il 0 CSRNA L - SSANUNY | SRS T

%

aatL

%l

aaz

azz

aas

e

adr

=

aag

73



rweade£ip zijeue urnjed ) TJH uruIssaunwnuy BWd NJPOY S6E 'G'9 MRS A

=
o
[
o
w
-+
o
o

)

=4

a

BS6L £45'0 —
08475 L£10

a5

08924441 £L0'2
g

.................................... ot

sl

aaz

a5z

aas

aze

a

0%

S uonuslEY
alLiep)
SEEHEL0LI L
WL Z-000 LA

ans
M 2GLE Japnayding - s0nuy J 87106 (WL

74



rweigeA1p zijeue uryned ) TdH UruIsaunwinu ewid njpoy SEE "9°9 MRS 1A

FEORPTLT- 220 W

R e L e R

AL UouEkEy
I |
AEEHELOLEL

LS LZ-O00 kAN

Ml Tob" 0 TBprandil - S3InuUy LEQEE G TR

05

aal

(=)

aaz

05z

aags

0z

ate

U=

nag

75



rwes3eA1p zijeue urnjed ) TJH UHISAUNWNU BWIS NJPOY MZy 29 IS 1A

a

Bl uoguatEy

SILEn
HEFHE L0k L

WUSLZ- 000K

[T G550 APnudWLy - SSINURY SEEEEE Il

a%

aai

anz

sz

a0z

%%

ul

ful=

0%

76



TweI3eAIp zijeue ur]

njed ) IdH uru

1SoUNWNU BWD NIPOY Sz ‘89 IMPS N

g z

o
=
5
-
]
o
R
-4
]
[N
]

o

651 EFS'D
162k £22'0

Baly

S| uopUSEEY

QL]
STPHELOLAL

WS Z-000kAN

W g21'0 Jepnudiey - S20nupy 5EG2 6 =W

s

aaL

sl

ooz

05z

a0z

nss

O

05k

ang

77



rweideArp zijeue urnyed ) TdH uruIsaunwinu BWd NJPOY AZy '6°9 MRS 1A

00! 68
6Ll 2£5'9

a

............................................. 05

{BEREL CE0'E

......................................................................................... il

......................................................................................... 51

naz

05z

nag

=3

g

U=

Ealy

B HopEEY
anen
AEpsLoLaL
WS Z-000 LA

i
MW £5'0 S3pNUIduWe - SSINUKY BHEE'E AW

78



rweIdeArp zijeue urjnyed HTJH UIUISSUNWNU BW]O NJPOY

MOv "0T°9 IMPS 1A

N2 d

2186 2002 v

6Hd

oy

S| uonuSlEy

alep
HOFHELOLLL

WUgLZ-000 LA

MW SE8'T epnuduly - S2anupy Z021L9°6 aWiL

a%

asl

aaz

0%z

aag

aze

ul

ful=d

0%

79



rwerse£rp zijeue urjnjed HTJH UUISOUNWNT LW N[POY SOF "TT"9 IS A

£ MinkEd

A LGRLLE 06

Baly

s uousiEy

alLeh)
SMPHELOLLL

LSS Z-000 LAN

M LEL7 0L apnuduy - s2anug £L2ee’s Al

=}

aaL

0%l

aaz

aas

0ze

L

05

aas

80



rwer3eA1p zijeue urnied ) TdH UIUISSUNWNU BW[D NPOY AQY "ZT°9 IPPS 1A

Ined

95SHERE L OFT'2

Sl uouSlEY

SLER]
AOEHELOLLL

LIS Z-000 LA

s Lz’

raprypdusy - sagnuey A0PGOE SIS

05

ool

0%l

ooz

05z

aos

0k

sk

00s

81



rwes3eA1p zijeue urnjed ) TJH UTWISAUNWNU BWD NJPOY MT "ST°9 IS AH

S uopusiEy
ENTEN]
HLMELOLLL

UL Z-000 kAT

aog
MW gLE' - Epnuduy - s3anupy g5055'6 (el

82



rwerdeArp zijeue urnyed ) TJH UIuIssunwnu WO njpoy ST HT°9 IPPS NA

bl EEEEE LRl LR LRl R bbb bbbl Rhhb

'
'
-
'
'
'
b e
'
'
'
-
'
'
'

Baly

awi| uopuaiEy
alLlih)

FLMELOLLL

WU EZ-000 LA

Ml 217 0- Rpnidieg - S3Inupy JZEEL 6 SEw

s

aal

sl

ul=x4

a0z

ags

a

il

0%

83



rwet3eA1p zijeue urnjed ) TJH UwIsaunwnu BwWid NJPoM AT 'ST°9 IS 1A

G 2 A a G + £ z 3 a

2P LBV

.................. 05

G557,

.................................... oot

sl

aaz

sz

aog

azs

ul

0%

auwi] wopaley
alem]
AMelaLLL

WIS LZ-000 LA

aos
MW ZHE L apnudig - SEINUW EEFRL'E B

84



rweideArp zijeue urnyed ) TJH uruIsaunwinu BWid Npos MyE ‘979 IS A

& g 4 ] G ¥ 4 z ] a

L L L L L L L L L L
| ; : : | " : L
: : : " ; : : _ 1"
; . . . . \ . . ==
! i H H 1 \ H E =
i , f H H , " H H [
: : H H H : : H H S
; ; H H H ; ; H H b
1 1 H H H 1 1 H H @8 =
: ; : 4 : 5 a i boee DT 5
1 1 H H H 1 1 H H
1 1 H H H 1 1 H H
1 1 H H H 1 1 H H
1 1 H H H 1 1 H H
W m : 1 ”, : : : oo
1 1 H H H 1 1 H H
| \ H H H \ | H H
£ + r - r - - ~ L e 051
1 1 H H H 1 1 H H
1 1 H H H 1 1 H H
1 1 H H H 1 1 H H
1 1 H H H 1 1 H H
W | 4 1 ”, : : : Pooseoseonneonas
1 1 H H H 1 1 H H
1 1 H H H 1 1 H H
+ : v A r 4 " i P ERLCEEEETEEEES sz
1 1 H H H 1 1 H H
1 1 H H H 1 1 H H
1 1 H H H 1 1 H H
1 1 H H H 1 1 H H
H H = H H H H H H H
i ' g ' ' ' ] i ' '
........... T e e S e
. . —4 . . . . . . .
' ' T i i i ' ' i i
' ' (%) ' ' ' ' ' ' '
' ' = v v v ' ' v v
H H N H H H H H H H
' ' = v v v ' ' v v
] ] w ' ' ' ] ] ' '
: : = H H H \ . H H
........... - e
1 1 H H H 1 1 H H
1 1 H H H 1 1 H H
1 1 H H H 1 1 H H
1 1 H H H 1 1 H H
B b R R P R L LR FEEE e R jmmmmmmmm oo e e e
1 1 H H H 1 1 H H
B b R R P R PR R R e e R R sk
: : : : : : ; : ! B2l
1 1 ' ' ' 1 1 ' ' _._ﬂ.
1 1 H H H 1 1 H H SIL UoHEEy
1 1 H H H 1 H H H e
H H H H H H H . v AFEMELDRLL
. . H H H . . H y MHMELED00RAN

s
MeW 2700 pnudusy - S2anuby L7800°6 =)

85



@
@

rweideArp zijeue uynyed HJH UIUISSUNWINU BW]O N[POY S “LT°9 MRS AH

¥ [ z ] a

g -

9168 670

EEUTETN]

SPEHELOLLL

.
H

[l uoiualey
H

H

| UG LE D00 AN

M GBS Sepnujduey - Ssanuy Z1EZ'S CswL

ul)

aaL

sl

aaz

0%z

aas

ass

ade

0%

0%

86



rweadeArp zijeue urnyed ) TdH uruIsaunwnu BWid npod A € '8T1°9 INPS NA

=] + £ z ] a

BRELEYS BET'L UIMEd

alw) uonUsIEy

SLER]
SEEHELOLLL

L Z-000 L

M gZa's SpnUdy - SSINUMY §OGIC'E TSI

0z

ool

0gl

ooz

05z

L

0ge

0t

0%t

a0s

87



rwer3eAIp zijeue urnied ) TdH UIUISSUNWNU BW[D NPOY M 9Z '6T°9 MRS 1A

(Lipe )

ealy
W] ueueEy
ey

HIZMELOLEL
UL Z-000 LA

g |} | PRy - Seanuyy EpGOE G LI

0%

oaL

0%l

aaz

05T

g

0%e

0t

05

g

88



rweideArp zijeue urnyed ) TJH UruIssunwInuy W Njpoy S9zZ '0Z°9 MRS 1A

H
= :
el H =
o H T
£ : ]
2 H ~
H =
H o
H o
R S, R =S
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
............................................................................................................. oo
H
H
H
@ H
.................. L,
H
H
..................
H
H
............................................................................................... oo
H
H
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| L e e
H
H Baly
: AL uoualEy
H aLIER
H SIZHELOLEL
| WIUgL 2000 AN

MW GTE' | spnidiey - SSanUey GapkL’ 6 BWIL

s

aaL

%k

aaz

[al=2

aag

[ul=4

a

ful=

anz

89



rweIgeAIp zijeue urymed ) JH UruIsaunwinu ewid njpod A9z ‘1Z°9 INPS MA

(Hinged)

=30

W] UoIE}Ey

alep|
AgEMELOLEL

UL Z-000 LAN

I pED" L SPRUWLEY - S2INUKY JOR1STE T

0%

ool

=]}

ooz

[al=r4

ooe

ot

05k

oos

90



rwesdeA1p zijeue uryed HTJH uruIsaunwnu ewd Npoy M1y '2zZ'9 IMPS AA

S| uopuSlEy

U=
HIFMELDLEL

WIS Z-000 kAN

M #1271

BRIy - SRINUMY GAGEDE B

=)

aatL

azl

aaz

sz

aas

=

L=

a0g

91



rwesgeAIp zijeue urynyed ) TdH UruIsaunwinu ewid njpoy STy '€Z°9 MRS 1A

galy
UL TRELTEELEH |
alen
SLEHBLOLEL _

UL Z-000 RN

[T Zag (- RpnUjdusy - SSINUKY BEOGE E AL

%

gl

0%l

gz

0%z

ang

il

-

fal=d

a0z

92



rwesgeAIp zijeue urynyed ) TdH UruIsaunwinu ewid njpod ATy 'v2°9 IPRPS A

-
i

BIEFE L18'F

==Nd

aw uouslay

[l
ALFHELDLEL

LU 2000 LA

MW 9 |- SBpnUdiy - Ssanupy GRESE'E (FWLL

as

aaL

asl

aaz

azz

aog

asg

ade

U=

a0g

93



1wes3eA1p zijeue unnyed TdH UIUISAUNWNU BWID NJPOY M ¥Z 'GZ'9 IS Nd

mauy

] uoRUSiEy

alLliep)
HrEHELDLZE

WU LZ-000 kAN

Il ToE 9% SPNUMLL - SSINURY J6GLLE WL

az

aat

0%l

oz

azz

aas

ful=4d

ade

0%k

aag

94



rweideArp zijeue urnyed ) TJH uruIsaunuwinu BWd Npoy S ¥ ‘92°9 IMAS NA

g

240

£8929kE |

U]
SZHMELOLES

: aulL Uoijualey

LIS LZ-000 LA

M gL TSPl - SRINURY SOSL'E DRI

a5

0zl

aaz

aas

%L

a

fal= ]

ang

95



rwesgeAIp zijeue urynjed ) TdH UIUIsaunwinu ewid npod A vz '/Z°9 IPPS A

[ PR ——

[ P ——

[ A ——

e qmmmmeememmemqmmmeme—————-

.

[

[

U U S

JE R T

[ TR

[ T

Ealy

all] uonualRy

L]
AFEMELOLEE

y HUELZ-000 kA

Mo LG1°Z- pnuldusy - SSInUW POBES'S Sl

T

g

e

&k

ooz

96



rwer3eAIp zijeue urnied ) TdH UIUISSUNWNU BW[D NJPOY M $Z '82°9 NS 1A

Bl uouslaY

TN
HIEMELOLZZ

WL Z-000 kA

0%
Ml 280"k 1Bprldiy - S3INURY BPEEE’ G S

97



rweideArp zijeue urnyed ) TJH uruIsaunuwinu BWd npoy S 8€ ‘6279 IS NA

I a

Bary

S uouSiay

ST
SIEHELOLTE

WU Z-000 LA

M Gag' - (epnuduy - S2InUby STLGE' G eI

s

agk

asL

aoz

sz

ans

s

ate

sk

ang

98



rweideArp zijeue urnyed ) TJH uruIsaunNWNU W Npo3] A 8€ ‘09 IPPS NA

saly
Sl uouElEy

SLER]
AAEHELOLEE

UL Z-000 LA

005
Ml G5 F- PR - S2anusy GOOSE 6 WL

99



rweadeArp zijeue urnyed ) TJH uruIsaunwnu Wd Npod M £ ‘TE'9 MRS NA

SLLLWOTT 082

Baly

auL uoUalay

I
HEFHBLOLEE

L HdaLZ-000 kA

'l Q0F - =PRudiey - SSINUEY LB EE G eI

ul)

asl

aaz

sz

aags

s

ule g

0%

0%

100



rweideArp zijeue urnied ) TJH UIUISSUNWNU BW]S N[POY S £ "2€°9 IS 1A

EUTIRIGTS =)
aluep)
SEFHELOLET

WL Z-000 LA

Mo G2E |- APnUdW - SSI0UNy T| 006

ul)

aai

sl

a0z

[al=xA

aog

%%

a

ul=

ans

101



rwesde£1p zijeue urnyed ) TJH UuIsaUNWNU BW]D N[POY A £ '££°9 [MPS A

33

BEILITE 549

5L88 067'F

EEY

S uopuslEy

AEFHELOLEE

H
H
H
! awep|

WUSLZ-000kAN

e ZEs'

sapnydusy - sagnuyy () CEuwng

0%

102



rwer3eA1p zijeue urnied ) TdH UIuIsdunwinu WD Npod M 1€ 7££°9 MRS 1A

@
@
-~
©

&
.......... : e R e -
H *
H 4
. Ha
. o
' iy
i ]
........... S S
H
H
H
........... e e N H
H
H
H
........... B LUy SRR
H
H
H
H
H H
H H
H H
........... ettt et e ettt ittt ettt ettt Sttt el ittt B 1 itttk Rttt il sttt (1124
H H
H H
........... [ LR ST ooz
H H
H H
H H
........... [ EEREEEEE LR R se
H
H
H
IR EEEEEEEE R TR EEEE & [ils
H
H
H
R R o R e LR LR LR R L HRE R b ] h il
H H H H H H H H
m m m m m m m | awi uoaiay
H H H H H H H H |uEp
H H H H H H 1 T MLEMELDLEE
: : : : : : : LS00 AN
005

M GO0 | :EpnyduRy - Sainuyy g e

103



rweideArp zijeue urnyed ) TdH uruIsaunwinu BWd npoy S € 'Ge'9 IS NA

=] ¥ £ z I a

ealy
EUTTRIEN TS

=]
sLEMELDLEE

WIS Z-000 LN

M 850°T Bpnudisg - SEanuyy Q cEw

0%

104



@
@

rwer3eA1p zijeue urnied ) TdH UIUISSUNWNU BW[D NPOY A TE '9£°9 IS IH

ETSuL

ki

By
au| Lopualay
alLen)

ALEHELOLEE
WU Z 000 kAN

el L#1'a- apnuduly - S2nUyy SEEGE'G JawIL

az

aaL

sl

aaz

asz

aas

s

a

asF

a0g

105



rweI3eAIp zijeue urynjed ) TJH UruIsaunwinu Wi nfpoy M g€ -

1€°9 IPIPS A

TETITER {18

S uonUSiEY
QL)
HEEMELDLZE

UL Z-000 AN

M L1 - tapnyding - saqnupy SG6LL°5 (AWl

0%

anal

T

05T

ooz

nss

e

05+

s

106



rweideArp zijeue urnyed ) TJH uruIsaunuwnuy BWd npoy S g€ ‘8 9 IS NA

saly

awIL uonualEy
" mez

BRAETAE 1622

SEEMELDLEE

WIS Z-000LAN

00%
Ml 2L Spnaduy - SEINUNY JLBREE CSuIL

107



rweIdeA1p zijeue uryned ) JH UruIsaunwinu ewid njpod A 8€ ‘659 INRS AA

LEL6L091 BOG|L

.................. 0%

........................................................ 0L

........................................... 051

........................................... 00z

........................................... sz

.............................................................. 0%

.......................................... 05

................................................................................ o

................................................................................................................................. 05t

auw uopusiay
alep|
RBEMELOLEE

WL Z-000 LA

0%
MW R0 2pnydusy - s L0056 EWIL

108



rwe1deArp zijeue urnied HdH UruIssunwInu BWio Npoy M ¥ ‘09 IS AA

6T

POZELT

970F S09'E

2PPESEE EOR 2

S

S ueguslEy
alLen
HFHELDLZE

WUgLZ-000 kAN

I Z6E7 - SSPNUIdL - SSINURY EZIEE Sl

0%

aap

051

aaz

as

0ze

a

05

a0z

109



rweideArp zijeue urnyed ) TJH uruIsaunwinu BwWid npoy S y ‘TH°9 MRS MA

)
@
-
@
W
=+

'gou| |-
a

7't
OREL S9T'F
£

.......................................... 0%

............................................... 051

..................................................... o0z

.................................... azz

.................................... o0g

.................................... iz

Qe

0%

EUUTRICLES
alUEpR]
SFPHELOLEE

UG LZ-000 L

005
MW GLOLL- @Rnadusy - SRanUpy JOREE S (L

110



rweldeArp zijeue urnied ) TJH UIUIssauNWNU WS NPOY A ¥ 29 IPPS NA

G + £ z 3 a

zm.nsn's...t d

apg 05e'g
abEC CL'S
051
e 7AL'T

=]

.................. 0%

emmemee -
g

.................. 0aL

.................. og1

i
=]
e
i
:

10
1=
[l=]
[L=)
e
10
(3=

.................. [al=xA

.................. o0

.................. 05

1
1
1
1
v
1
1
1
1
1
s
1
1
................... R REEEEEEEEEEE I
1
1
1
:
L
;
1
1
L
1
1
1
1
v
1
1

S USSR PR U U U FAUPRUPNR PR ¥

........................................................................................................................................................... ot

Ealy

awi] uopuagay

SR
AFEPMELDLEE

1 H 1 1

1 H 1 1

m m m m
........................................................................... R e e T e R e R W1 1= ]

| H 1 1

1 H 1 1

m m m m

LU 2000 WA

oo%
el LG cepRuduey - s2qnuwy g sl

111



rweldeArp zijeue urynyed HTJH UIUIssUNWNU BW]O NJPOY M G "S°9 IS A

ol JEE !/

---F

[/n[n]

¥

'S

SELF 0510 L

0054 05
£i'E
Zhby 045}
2491 057"}

'
T

%
5
:
i

L0019 L 297t

£

Al uonuSlay
alLen)
HETHELOITE

LS LZ-000 kAN

MW 2pe'a tepnydity - S2InURy TLLESE Jaunl

17}

aal

aaz

05z

aze

e

=

nag

112



TwelgeAIp zijeue urynyed ) TdH uruIsaunwinu ewid npoy S Gy ‘9 IMRPS A

)
@
=
)
W
+
o
o
a

i

COEME CBiE L

/

G- |-

OvErFaz) 8742
Lal't

0755 091E
Aangt chE'D

ealy
s ] uonualEy
E=

SEFMELOLFE
WU Z-000 LA

Ml £2'71 @pnudiy - S3anuyy L0pEG'G SEWL

az

aal

aaz

sz

aas

s

Qe

ul= )

anz

113



rweadeA1p zijeue urnied HTJH UIUISaUNWNU BW] N[POY A S 'Si7°9 MRS A

@
@
-
o
W
+
[
o~
a

5'E
| BLH'E

O JSU N g e N = SPUPUPUPUPUPN. " S

DBZA0L £PE'D

FTIE L

11951k T99'6 <
0BS2ET 5

85707 50
62015 TLM'F
JBLSPE O/B'E

?

(U S

emmmmmeedameme—————
Rt bbbt

8952

Baly

aw| uousiEy

alLER]
ASFHELOLTE

UL Z-000 LA

P 2266 Tapnuding - SRInULY OSLG'6 R

az

aal

aoz

sz

o

ass

ade

0%

anz

114



OZGECMIS

Murat DAG, 10.07.1987 yilinda Elazig’da dogdu. 2001 yilinda Bursa Hiirriyet
[Ikdgretim Okulu’nda ilkdgretimini, 2004 yilinda Elazig Balakgazi Lisesi’nde Lise
ogrenimini tamamladi. 2006’da Inénii Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Boliimii’nii kazandi ve 2013 yilinda mezun oldu. 2014 yilinda Giimiishane Universitesin’de
Kimyager olarak goreve bagladi ve halen gérevine devam etmektedir.

2017 yilinda Giimiishane Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoteknoloji
Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans egitimine basladi. Yiiksek Lisans egitimine halen devam

etmektedir.

115






