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Bu ¢alismada yenilik¢i bir iirtin olarak, portakal kabugu atiklarindan
tiretilen biyokompozit ambalaj filmine, aflatoksin énleyici ozellik
kazandirilmasi iizerinde durulmustur. Biyokompozit filmin icerigini
portakal kabuklarindan elde edilen pektin jeli, termoplastik nisasta ve
kil olusturmaktadir. Biyokompozit film, aflatoksinleri inhibe etmek
lizere, enterik kaplamalarda kullanilan aktif bir ilag malzemesi olan
Seliiloz Asetat Ftalat (CAP) ile daldirma yéntemiyle kaplanmistir.
Aflatoksin olusumunun belirlenmesinde hedef gida olarak kuru tiziim
kullanilmus, sterilize edilen kuru tiziim érneklerinde toplam aflatoksin
analizi (B1, B2, G1, G2) yapilarak, baslangic aflatoksin miktari
(mg/g iiziim)  belirlenmistir.  Aflatoksin  konsantrasyonunun
belirlenmesinde  ekstraksiyon yontemi kullanilmis ve analiz
fluorometrik test cihaziyla yapilmistir. Filmlerin kuru tiziimde mevcut
aflatoksinlere ve yeni aflatoksin olusumuna etkisinin belirlenmesi icin
iki set deney yapilmis, yeni toksin olusumunun belirlenebilmesi icin de
Aspergillus  parasiticus  kullanilmistir.  Alti  kuyucuklumikroplate
konulan kuru iiziim érneklerinin lizerleri biyokompozit film, CAP
kaplanmis biyokompozit film ve karsilastirma amagh olarak ticari
ambalaj filmi ile kaplanmis ve 25 °C’de 5 giin siire ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrast kuru iiziimlerde de aflatoksin analizi yapilarak
baslangi¢ degerleriyle birlikte irdelenmistir. Sonuclara gére CAP ile
kaplamanin biyokompozit ambalaj filminin aflatoksin ve iiretimi
lizerindeki inhibisyon etkisini arttirdigi belirlenmis, CAP kapli
biyokompozit filmin yeni aflatoksin olusumunun énlenmesi agisindan
ticari ambalaj filmine gore daha etkin oldugu saptanmigtir.

Anahtar kelimeler: Aflatoksin, Biyokompozit film, Portakal kabugu,
Seliiloz asetat ftalat

Abstract

The aim of the study is to add an aflatoxin inhibition propertyto a novel
biocomposite packaging film which is derived from orange peels waste
and including thermo plastic starch and clay. Biocomposite film was
coated with, Cellulose Acetate Phthalate (CAP), an enteric coating used
as an active pharmaceutical ingredient, for aflatoxini nhibition. Total
aflatoxin (B1, B2, G1, G2) analysis was realized on sterilized dry raisins.
Before the test, all the dry raisins were sterilized and their initial total
aflatoxin content (mg/g raisin) was determined. Then, a group of
sterilized dry raisin were contaminated with Aspergillus parasiticus.
Both sterilized and contaminated dry raisins were covered by the
testing films and incubated at 25 °C forfivedays. After five days, final
total aflatoxin contents in sterilized and contaminated dry raisin were
measured to determine the existing aflatoxin and new aflatoxin growth,
respectively. Total aflatoxin content was measured by a
fluorometricmycotoxin test equipmentafterextraction. Resultsshowthat
CAP has increased the inhibition effect of biocomposite film against
existing aflatoxin and new synthesis. In addition to this, it was observed
that CAP is more effective to new aflatoxin synthesis than commercial
packaging film.

Keywords: Aflatoxin, Biocomposite film, Cellulose acetate phthalate,
Orangepeel

1 Giris
Plastik ambalaj atiklarinin neden oldugu ¢evresel problemlerin
azaltilmas1  yoniindeki gelismeler, ambalaj sektoriini
geleneksel malzemelerin yerine biyobozunur ambalaj
alternatiflerinin olusturulmasi yoniinde ¢alismalar yapmaya
yonlendirmistir. 2013 yilinda tilkemizde 904.579 ton plastik
ambalaj piyasaya siriilmiis, bunun yaklasik %52’si geri
kazanilmistir [1]. Geri kazanilan bu kisim siseler ve kutular gibi
hacimli-sert plastik ambalajlar1 kapsamaktadir. Diger plastik
ambalaj grubunu ise hacimsiz-esnek yapilar: ile market/alis
veris posetleri ve gidalarin sarilarak korunmasinda kullanilan
stre¢ filmler olusturmaktadir. Market posetleri genellikle ¢6p
torbasi olarak kullanilmakta, evsel atiklarla birlikte kentsel kat1
atik depolama sahalarina gitmekte ve son zamanlarda
oksobiyobozunur olarak piyasaya siiriilenlerin disindakiler
uzun yillar boyunca ortamda bozunmadan kalmaktadir.
Gidalarin sarilmasinda kullanilan streg filmler ise hacimlerinin

cok kiiclik olmasi nedeniyle geri doniisiim i¢in ayrilmamakta,
yiyecek atiklar1 ile beraber ¢6pe atilmaktadir. Genellikle
polietilenden (PE) tretilen bu filmler, atik depolama
sahalarinda yiyecek atiklar: igerisinde birikmekte ve yillarca
bozunmadan kalmaktadir. Bu durum ise siirdiiriilebilirlik
kapsaminda yesil liretimin prensiplerine uymamaktadir. Yesil
iretim prensipleri geregi iriinler, kullanim O6miirlerinde
verimli, fakat kullanim Omiirleri bitince ayr1 bir ¢aba
gerektirmeden dogada kolayca bozunabilmelidirler [2]. Bu
prensip 6zellikle, kullanim 6mrii kisa olan ambalaj filmlerinde,
petrokimya bazli polimerler yerine biyopolimerlerin
kullanilmasini isaret etmektedir. Ancak, karbonhidratlar,
proteinler, yaglar ve polisakkaritler gibi dogal polimerlerden
uretilen biyobozunur malzemelerin kullanimi, su
gecirmezliklerinin ve dayamim faktdrlerinin diisiik olmasi
nedeniyle sinirh kalmaktadir. Bu durumda dogal polimerlerin,
diger polimerlerle karistirilmasi ve/veya kil gibi inorganik
dolgularla modifiye edilmeleri gereklidir [3].
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Tarimsal atiklarda bulunan ve asidik polisakkaritlerden olusan
bir biyopolimer olan pektinler, meyvelerde ve bazi sebzelerde
bulunan beyaz renkli amorf yapiya sahip kompleks
karbonhidrat yapilaridir. Pektin, meyve suyu, aycicek yag1 ve
seker tretiminin ikincil tirtint olarak ortaya ¢ikar. Bitki hiicre
duvarinin yapisal bir bileseni olan pektin, temelinde ramnoz
girisleri ile birlikte yan zincirlerde dogal seker iceren metil ile
kismen esterlenmis olan poli (a(1—4)) galakturonik asitten
olugur. Pektin suda ¢6zilinebilir ve biyobozunur bir yapiya
sahiptir [3]-[6]. Turuncgillerin kabugundaki “albedo” denilen
beyaz kisim ve elmanin posasi ile kabugu, ticari pektin
liretiminde en yaygin olarak kullanilan hammaddelerdir [7],[8].
Portakal kabugunun albedo kismi ise %50 oraninda pektin
icermektedir [4]. Ticari pektin {iretimi genel olarak
ekstraksiyon tekniklerine dayanmakta, Uretilen pektin jeli
kurutularak pektin haline getirilmektedir. Fakat bu arada
yliksek nem icerigi nedeniyle %90’lara yakin kiitle kaybi
oldugundan pektin iiretiminin maliyeti yiiksek olmaktadir. Bu
nedenle iilkemizde pektin tiretimi yapilmamakta, pektin
ihtiyact yurt disindan saglanmaktadir. Diger yandan,
Tiirkiye’de 2015 yilinda 1,816,798 ton portakal [9] lretilmis
olup, portakal suyu iiretim tesislerinde yaklasik 760,000 ton
atik portakal kabugu olustugu tahmin edilmektedir. Olusan atik
portakal kabuklarmmin bir béliimiiniin hayvan yemi olarak
kullanildigy, bir kisminin kurutularak degerlendirildigi ve geri
kalan kisminin ise kentsel kati atik depolama tesislerine
gotiirildiigii saptanmistir. Bu durum 6zellikle narenciye
tiretimi yapilan yerlesim yerlerindeki belediyeler i¢cin 6nemli
bir sorun olusturmaktadir. O nedenle, atik portakal
kabuklarindaki pektin iceriginin, gida sektdriinde olmasa bile
biyobozunur ambalaj sektdriinde kullanilmasi, bu atiklarin
degerlendirilmesinde dnemli bir potansiyeli olusturmaktadir.

Biyobozunur kompozitlerin ambalaj sektoriinde kullaniminda,
biyobozunurluk ve dayanikhlik disinda ambalajdan,
antibakteriyel olma, iiriiniin raf émriinii uzatma gibi daha farkl
ozellikler de beklenmektedir [10]-[13]. Ciinkii uygun olmayan
cevresel kosullarda kurutulan, depolanan ve ambalajlanan
gidalarda tireyen kiifler mikotoksin tiretimi agisindan bir risk
faktori olusturmaktadir.

Mikotoksinler insan sagligl Ulzerindeki olumsuz etkileri ve
bitkisel ve hayvansal triinlerdeki 6nemli ekonomik kayiplara
neden olmalar1 nedeniyle Diinya genelinde 6zel bir ilgi alanina
sahiptirler. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii tarafindan
(Food and Agriculture Organization, FAO), diinyadaki tarimsal
triinlerin %25-50’sinin mikotoksinlerle Kkirletildigi tahmin
edilmektedir. Aflatoksinler, gida ve besinlerde ortaya cikan
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ve Aspergillus nomius
kiiflerinin ikincil metobolitleridir. En toksik aflatoksin tiirii olan
Aflatoksin B1, laboratuvar hayvanlarinda karsinojenik,
mutajenik ve teratojenik etkiler gdstermis ve Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajansi tarafindan, kesin kansere neden olan
etkenler (Grup 1) icerisine alinmistir [14].

Gidalarda izin verilebilen mikotoksin limitleri {lkelerin
gelismislik durumuna, halk saghgi ve ekonomi alanindaki
gostergelere gore degisiklik gostermektedir. Fakat genel
yaklasim itibariyle maksimum limitleri gecen derisimlerde
gidalarin  piyasaya siiriilmesi yasaktir [15]. Ulkemizde
“Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi” [16] uyarinca da
aflatoksin igerigi, maksimum limitleri gecen gidalarin piyasaya
slriilmesine ve limitlere uygun gidalar ile karistirilarak
seyreltme yapilmasina izin verilmemektedir. Ayrica,
mikotoksin bulasmis gidalarda kimyasal kullanimi ile
detoksifikasyon da yasaklanmistir. O nedenle son yillarda,

plastik ambalaj icerisinde mikotoksin olusumunu inhibe etmek
iizere, modifiye ambalaj atmosferi olusturma teknikleri iizerine
yapilan ¢alismalarin 6nemi artmistir [17]-[20].

Bu noktadan hareketle, bu g¢alismada portakal kabugu
atiklarindan iretilen biyokompozit ambalaj filmine, ilag¢
endiistrisinde kullanilan enterik bir kaplama olan Seliiloz
Asetat Ftalat (CAP) ile kaplayarak aflatoksin onleyici 6zellik
kazandirilmasi lizerinde durulmus ve 6nemli bulgular elde
edilmistir. Yapilan literatiir arastirmasinda, ulusal ve
uluslararasi literatiirde bu yonde yapilmis bir ¢alismaya
rastlanmadigindan, c¢alismanin olduk¢a yenilik¢i oldugu
diisiiniilmektedir.

2 Materyal ve metod

Bu calismada oncelikle portakal kabugu atiklarindan iretilen
biyokompozit film CAP ile kaplanmis ve bu filmler ile ticari
stre¢ film (LDPE) karsilastirilmistir. Karsilastirma amaciyla
yapilan aflatoksin analizlerinde, hasat ve muhafaza
kosullarinda toksijenik kiiflerin en ¢ok kirlettigi gida grubu olan
kurum tiziim kullanilmistir.

2.1 Malzemeler

Calismada kullanilan portakal kabuklari evlerden toplanmis
olup, nisasta gida amagch iretilmis normal ticari misir
nisastasidir. Hexadecyltrimethylammonium chloride (HTAC),
Propilen oksit, CAP ve Dietil ftalat Sigma Aldrich’ten, Sodium
trimetaphosphate (STMP) ve sodium tripolyphosphate (STPP)
Merck’'ten temin edilmistir. Kil, Eczacibasi’'ndan temin edilmis
olan Sodyum montmorillonit (Na-MMT)’dir.

2.2  Pektin ekstraksiyonu

Pektin jelinin elde edilmesi i¢in 6ncelikle portakal kabuklarinin
albedo denilen i¢ kisimlari ve flavedo denilen turuncu kisimlari
ayrilmis ve kurutulmustur. Pektin jelinin elde edilmesiyle ilgili
prosediirde Cho ve dig. (2003) [21] tarafindan ¢alisilan yéntem
uygulanmistir. Co6ziinebilir pigment ve tozlarin giderilmesi igin,
kurutulmus atik portakal albedolari, kati/¢oziicii oran1 1:10
olacak sekilde, 0.03 N’lik HCI ¢6zeltisi ile yikanmis, hazirlanan
karisim 30 dk. boyunca 60 °C’'de karistirilmis ve 30 dak.’nin
ardindan bu karisimin suyu siizlilmiistiir. Kalan stiziinti
iizerine kati/ ¢ozilicii orani 1:2.5 olacak sekilde 0.04 N’lik HCI
cozeltisi eklenerek hidroliz yapilmis ve 90 °C’de 20 dk. boyunca
karistirlmistir. Daha sonra, 90 °C'de 30 dk. boyunca
karistirilmak lizere, karisimin iizerine kati/su orani 1:10 olacak
sekilde sicak su eklenerek karisim ekstrakte edilmistir.
30 dak’lik karistirma isleminden sonra, karisim siiziilmiis,
stiziintii 6000 rpm’de 25 dk. boyunca santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonucu olusan berrak kisim ayrilmis, %95’lik etanol
ile yikanarak jel kivaminda pektin elde edilmis ve daha sonra
kullanmak iizere buzdolabinda saklanmistir. Deneysel olarak
anlatilan pektin ekstraksiyonu yonteminin akim semasi
Sekil 1’de verilmistir. Ayni islemler, diger kisim olan flavedoda
da uygulanmis fakat santrifiij sonrasinda olusan berrak kisma
etanol ilave edildiginde herhangi bir ¢okme gozlenmediginden,
bu kisimdan pektin elde edilememistir.

2.3 Biyokompozit filmin iiretilmesi

Biyokompozit filmin iretilmesinde oncelikle atik portakal
kabuklarindan ekstraksiyonla pektin jeli elde edilmis, daha
sonra pektin jeli/termoplastik nisasta/kil igerikli karisimlar
hazirlanmistir. Karisimlarin hazirlanmasinda Taguchi deney
tasarimi yontemi kullanilmistir.

514



Pamukkale Univ Muh Bilim Derg, 22(6), 513-519, 2016
Z. Giinkaya, R. Demirel, M. Banar

Kurutulmus portakal

albefosu

0,03 N HCl —» Yikama

Y
0,04 N HCl —» Hidroliz

A\
Sicak su ——m| Pektin ekstraksiyonu

Y
Santrifujleme (6000 rpm, 25')

A\
Etanol, % 96 —» Coktirme

"Cé‘)ktijrijlm[ls pektin jeli

Etanol, % 99 —» Etanolle yikama

Pektin jeli

Sekil 1: Portakal albedosundan pektin jeli ekstraksiyonu
yonteminin akim semasi.

Taguchi yonteminde ortogonal diziler kullanilarak diger klasik
yontemlere gore (tam faktdriyel ya da kesirli faktoriyel diziler)
cok daha az deney ile daha fazla bilgi elde edilebilmektedir.
Boylece deney oncesi yapilan ¢alismalar sonucunda, deney
sayllarinda onemli derecede azalma gozlenir. Yontemde
oncelikle deney sonuglarina etki edebilecek faktorler ve bu
faktorlerin diizeyleri belirlenir. Bu calismada biyokompozit
filmin tretilmesinde dikkate alinan faktérler ve diizeyleri
Tablo 1'de verilmistir. Tablo 1’den goriilecegi lizere nisasta ve
kil modifiye edilmistir. Nisasta modifikasyonunda propilen
oksit, STMP ve STTP ile hidroksipropilasyonu takiben ¢apraz
baglama yapilmistir. Kil modifikasyonunda ise HTAC
kullanilmistir. Nisastaya uygulanan modifikasyon islemi,
Cokaygil ve dig. (2014) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada
detayl bir sekilde verilmistir.

Tablo 1: Biyokompozit filmin iiretilmesinde dikkate alinan
faktorler ve diizeyleri.

Faktorler D1 D2 D3 D4
Nisasta tiirt (A) N %5M  %10M %15M
Pektin jeli/nisasta oran 63/37 60/40 57/43  54/46
(B)
Kil tiirii (C) N %15M  %25M % 25M
Kil igerigi (D) 0 0.25 0.45 0.70
(% agirlikga)

D: Diizey, N: Dogal, M: Modifiye.

Bu faktorler ve seviyelerden olusan bir deney tasarimi igin
MINITAB 15 yaziliminda Taguchi yontemi kullanilmistir. Bu
yonteme gore 44 seklindeki bir deney diizenegi icin L16
ortagonal dizisi secilmistir. Degisik seviyelerdeki faktorlerin
kombinasyonundan olusan her bir deney sirasi, deney
esnasinda degiserek sonuglari olumsuz sekilde etkileyebilecek
ve daha 6nceden bilinmeyen ve kontrol edilemeyen faktorlere

kars1 6nlem almak icin basit tekrarlama yontemi kullanilarak
rassallastirllmistir. Rassallastirilmis faktor ve seviyelerinin
yerlesimi Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2: Rassallastirilmis faktor ve seviyelerinin yerlesimi.

Rassallastirilmis Faktorler

deney sirasi A B c b
1 5M 60/40 N 0.45
2 10M  54/46 %15 M 0.45
3 10M  57/43 N 0.70
4 5M 54/46 %25 M 0
5 N 57/43 %25 M 0.45
6 15M  57/43 %15 M 0
7 N 60/40 %15M 0.25
8 15M  60/40 %25 M 0.70
9 5M 57/43 %50 M 0.25
10 10M  60/40 %50 M 0
11 5M 63/37 %15 M 0.70
12 15M  54/46 N 0.25
13 N 54/46 %50 M 0.70
14 15M  63/37 %50 M 0.45
15 N 63/37 N 0
16 10M  63/37 %25M 0.25

Taguchi deney tasarimi yonteminin kullanilisi ve karisimlarin
bu yontem ile hazirlanisinin detaylar1 Cokaygil (2013) [22]
tarafindan gerceklestirilen tez ¢alismasinda ve Cokaygil ve dig.
(2014) [23] tarafindan gergeklestirilen ¢calismada detayl bir
sekilde verilmistir. Hazirlanan formiilasyonlar iyice
karistirilmig, bir gece 70 °C’de etiivde bekletilerek kurutulmus
ve kurutulan karisimlar Retsch marka 6giitliciide 4000 rpm’de
5 sn saat yoniinde ve 5 sn. ters yonde karistirilarak homojen
hale getirilmistir. Toz halindeki homojen karisimlardan 18 g
tartilarak laboratuvar tipi cift vidali ekstriidere beslenmistir
(DSM XPlore 15 mL Compounder). 120 °C ve 100 rpm’de
ekstriizyonda 2 dk. tutulan karisim, belirlenen siire sonunda
eriyik polimer halinde ekstriiderden alinmistir. Daha sonra
ekstriiderin ¢ikisina 0.2 mm kalinliginda ince film ucu takilmis
ve polimer halindeki karisim yine ayni ¢alisma kosullarinda
ekstriidere beslenmistir. 2 dk. sonunda ince film ucundan film
seklinde akmakta olan polimer, hizlica, film ¢ekme makinasina
(DSM Xplore) aktarilmustir. Uretilen biyokompozit filmin cift
vidal ekstriiderden ¢ikisi ve film makinasina beslenmesine dair
bir goriintii Sekil 2’de verilmistir. Filmler arasinda yapilan
yapisal ve mekanik dayanim agisindan degerlendirmede; %15
oraninda modifiye edilmis nisasta ile 54/46 oraninda
(pectin jeli/nisasta) hazirlanmis %25 oraninda dogal kil
(Na-LS) igeren filmin en iyi film olduguna karar verilmistir. CAP
ile kaplama ve aflatoksin analizleri bu film ile
gerceklestirilmistir.  Bu filmin sec¢ilmesine dair analiz
sonuglarinin detaylar1 daha 6nceki ¢calismada verilmistir [23].
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Gt vidals =
whatrbder

Biyobazunur
nunokompost film
- —

W2 vomtrold
silindei

Cekls goco
kontrol sitndirl

Sekil 2: Cift vidali ekstriider ¢ikisina bagh film ¢ekme
makinasinda, film ¢ekme asamasindan bir goriintii.

2.4 Biyokompozit filmin CAP ile kaplanmasi

Biyokompozit filmin kaplanmasinda kullanilan CAP hidrofobik
bir plastiklestirici olan Dietilftalat ile plastiklestirilmistir.
Filmin CAP ile daldirma yontemine gore kaplanmasinda
baslangi¢ olarak %5 CAP ¢ozeltisi hazirlanmis, bu ¢ozeltiye
%40 DP ilave edilmis ve yarim saat karistirilmistir. Olusan
karisim 90 °C'de yar1 hacme inene kadar bekletilerek
jellestirilmis ve film 5 dk. siire ile bu jele daldirilmis ve yavasca
geri cekilerek oda ortaminda bir giin kurumaya birakilmistir.
Filmin daldirma ydntemiyle kaplanmasi Sekil 3’te sematik
olarak gosterilmistir. 3 cm x 4 cm boyutlarindaki film,
kaplamadan 6nce ve sonra tartilmistir. Tartim farkindan, filmin
yapisina giren CAP kiitlesinin film kiitlesine orani %8.21 olarak
hesaplanmistir. Literatiirde, CAP ile ila¢ kaplamasinda tavsiye
edilen kaplama/ilag oran1 %0.5-9 araliinda verilmektedir
[24]. Bu degerler esas alindiginda %5 CAP ile kaplamada
bulunan CAP/film orani (%8.21) iist sinira yakin oldugundan
kaplama kosullarinin yeterli oldugu gorilmustir.

AN
ST I
T A2 %l | N | eV Ve
Film
O O
Jellestirilmis
CAP ¢ozeltisi

Daldirma Islak yiizey olusumu Coziictiniin buharlagmast

Sekil 3: Filmin daldirma yontemiyle kaplanmasinin sematik
gOsterimi.

2.5 Aflatoksin analizleri

Aflatoksin analizlerinde biyokompozit film, CAP ile kaplanmis
biyokompozit film ve ticari stre¢ filmin etkisi incelenmistir.
Anlizlerde, hasat ve muhafaza kosullarinda toksijenik kiiflerin
en c¢ok kirlettigi gida grubu olan kurum iiziim kullanilmistir.
Aflatoksin analizi 6ncesinde kuru iiziim numunelerinde
sterilizasyon ve sterilizasyonun Kkontroli, filmlerde ise
toksijenik kiife etki belirleme islemleri yapilmistir.

Filmlerin kif ve aflatoksinler lizerine etkisini belirlemeden
Once piyasadan temin edilen kuru iliziim numuneleri sterilize
edilmistir. Bunun i¢in kuru iiziimler dncelikle %70’lik alkol ile
muamele edilerek yiizey sterilizasyonu yapilmis ve bu islem

esnasinda tiim liziim yiizeyinin alkol ile temas etmesine dikkat
edilmistir. 5 dak’llk muamele isleminden sonra izim
yuzeyindeki alkol, steril distile su ile yikama yapilarak
uzaklastirilmistir.  Yiizey sterilizasyonu gergeklestirilen
tiziimler oda sicakliginda gece boyunca steril kabinde
bekletilerek kurutulmustur. Bu arada, gergeklestirilen yiizey
sterilizasyonunun kontrolii igin sterilizasyon o6ncesi ve
sonrasinda begs adet liziim tanesi alinmis, Potato Dekstroz Agar
(PDA, toksijenik olan ve olmayan tiim kif kontaminasyonu i¢in
besiyeri) ve  Aspergillus Flavus/Parasiticus  Agar
(AFPA, mikotoksin tireten toksijenik kiifler icin besiyeri) besi
ortamlarina yerlestirilmis, 25 °C'de 5 giin siire ile inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kiif gelisiminin olup
olmadig1 gdzlemlenmistir.

Filmlerin toksijenik kiife etkisini belirlemek icin aflatoksin
iretme yetenegine sahip olan Aspergillus parasiticus'un
(NRRL 465) 1x105/mL derisimdeki spor siispansiyonu thoma
laminda sayim yapilarak hazirlanmistir. Hazirlanan spor
slispansiyonundan 200 pL alinarak petri kaplarindaki AFPA
besiyeri ortamina aktarilmis, yiizey sterilizasyonu yapilan
drigalski spatiili ile asinin tiim besiyeri ylizeyine yayilmasi
saglanmistir. Asilama islemi tamamlandiktan sonra besiyerinin
asiy1 emmesi icin 1-2 dk. siire ile beklenmistir. Daha sonra
filmler steril pens yardimiyla petri kabinin ortasinda kalacak
sekilde besiyerinin tizerine yerlestirilmis ve hazirlanan petriler
25 °C’de 5 giin siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda film etrafinda olusan inhibisyonzonu ve AFPA besi
ortaminda aflatoksin iiretimini isaret eden turuncu renk
(besiyerinde bulunan demir igeriginin aflatoksinler ile
etkilesimi sonucunda meydana gelen) olusumu incelenmistir.

Sterilize edilen kuru iiziimde aflatoksin analizi (B1, B2, G1, G2
olarak toplam aflotoksin) yapilarak, baslangi¢ aflatoksin
miktar1 (mg/g Uziim) belirlenmistir Analizde 6ncelikle 25 g
kuru iziim o6rnegi 5 g NaCl ve 100 mL metanol ¢ozeltisi
(80:20 metanol: su) laboratuvar tipi parcalayicida karistirilmis
ve daha sonra Vicam marka mikrofiber filtre kagidindan
stizlilmiistiir. Siiziintiiden, 1 g 6rnege denk gelen hacim olan
4 mL alinmis ve vakum monifold diizeneginde aflatoksin
immunoaktif kolondan gecirilmistir. Ornek gecirildikten sonra
ayn1 kolondan sirasiyla 10 mL saf su, 10 mL hava ve 1 mL
metanol gecirilmistir. Kolonun altindaki tiipte biriken son
stizlintiye 1 mL %10’luk Aflotest developer eklenmis ve
Fluorometrik test cihazinda (Vicam) okuma yapilmistir. Analiz
¢ tekrarl olarak gerceklestirilmistir.

Filmlerin kuru iizlimde mevcut aflatoksinlere ve yeni aflatoksin
olusumuna etkisinin belirlenmesi i¢in ti¢ tekrarl iki set deney
yapilmistir. Filmlerin mevcut aflatoksinler iizerine etkisini
belirlemek iizere hiicre kiiltiiri yuvalarindan ilkine sadece
2.5 g kuru liztim alinmis, yeni aflatoksin olusumuna etkisinin
belirlenmesi i¢inse ikinci yuvaya yine 2.5 g kuru tiziim alinmig
tzerine 1 mL Aspergillus parasiticus eklenmistir. Filmler her iki
yuvayl da ortecek sekilde kaplanmis ve kuru iiziimler 25 °C'de
5 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda kuru {iziimlere
baslangicta uygulanan ekstraksiyon ydntemi uygulanarak
aflatoksin analizi yapilmistir. Analizler ii¢ tekrarli olarak
gerceklestirilmistir.

3 Bulgular

Kuru iiziim numunelerine yapilan ylizey sterilizasyonunun
kontrolii, PDA ve AFPA besiyerlerine yerlestirilen sterilizasyon
oncesi ve sonrast kuru iiziim numunelerinin 5 giinliik
inkiibasyonu sonucunda gozlemlenmistir. Sterilizasyon oncesi
ve sonrast kuru {Uziim numunelerinin PDA ve AFPA
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besiyerlerindeki ilk durumu ve 5 giinliik inkiibasyon sonrasi ticari stre¢ film iceren besiyerlerinin, 5 giinliik inkiibasyon
gorintiileri, sirasiyla Sekil 4 ve 5te verilmistir. Bu sekiller sonucundaki goriintiilleri sirasiyla Sekil 6’da verilmistir.
birlikte degerlendirildiginde, 5 giinliik inkiibasyon sonunda Kontrol besiyerinde (Sekil 6a) beklenildigi tizere herhangi bir
PDA besiyerinde sterilizasyon 6ncesi kuru iizim doért bolgede inhibisyon zonu olusmamis ve besiyerinde bulunan demir
spor olustururken, sterilizasyon sonrasi kuru iziimiin tek iceriginin aflatoksinler ile etkilesime girdigini isaret eden
bolgede spor olusturdugu goriilmistiir. AFPA besiyeri igin turuncu renk, tiim besiyerini kaplamistir. Biyokompozit film
bakildiginda ise sterilizasyon sonrasi kuru tiziimde toksijenik iceren besiyerinin (Sekil 6b) goriintiisii, kontrol besiyeri ile
kif olusmadigl (ortadaki gelisim c¢evreden kaynaklanan bir oldukea fazla benzerlik gostermis, film ilizerinde ve etrafinda
maya olusumudur) gorilmiistiir. herhangi bir inhibisyonzonu goézlemlenmemistir. Sekil 6¢ ve

Sekil 6d’de verilen CAP ile kaplanmis biyokompozit film ve
ticari film igeren besiyerlerinde ise, diger goriintiilerden farkh
olarak, filmlerin {lizerinde ve etrafinda saydam bir bélge olan
inhibisyon zonunun olustugu goériilmiistiir. Bu goriintti, CAP ile
kaplanmis filmin aflatoksijenik kiif gelisimi iizerine antifungal
bir etkisinin oldugunu isaret etmektedir.

o

§ gonlik inkDbasyon soomst i

(b)
Sekil 4: Sterilizasyon 6ncesi kuru iiziim drneklerinde

mikrobiyal kontrol. (a): PDA besiyeri ortami,
(b): AFPA besiyeri ortami.

(b)

.
§ panlik inkObasyon sonrass durum

Sekil 5: Sterilizasyon sonrasi kuru tiziim 6rneklerinde )
mikrobiyal kontrol. (a): PDA besiyeri ortami,
(b): AFPA besiyeri ortamu. Sekil 6: AFPA besiyerinin alt ve iist gériiniimleri. (a): Kontrol,

(b): Biyokompozit film igeren besiyeri, (c): CAP ile kaplanmis
biyokompozit film iceren besiyeri, (d): Ticari streg film iceren
besiyeri.

Filmlerin, aflatoksin olusturan aflatoksijenik kiife etkilerinin
belirlenmesi icin yapilan g¢alismasi sonucunda; kontrol,
biyokompozit film, CAP ile kaplanmis biyokompozit film ve
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Aflatoksin analizleri sonucunda elde edilen veriler, baslangi¢
aflatoksin miktariyla iligkilendirilmis ve filmlerin mevcut
aflatoksinlere etkisi Sekil 7’de, filmlerin yeni aflatoksin
olusumuna etkisi ise Sekil 8’de verilmistir. Sekil 7’den
goriilecegi ilizere, baslangic aflatoksin miktarina (47.34 pg
aflatoksin/g kuru iiziim), biyokompozit film ve CAP ile
kaplanmis biyokompozit filmin bir etkisi olmamis, film ile
korunan kuru iiziimlerde aflatoksin miktar1 yaklasik 5 katina
cikarken, CAP ile kaplanmis biyokompozit film ile korunan kuru
iizlimlerdeki aflatoksin miktar1 baslangi¢c degerinin 3 katina
cikmistir. Ticari stre¢ film ile korunan kuru iiziimlerde,
baslangi¢ aflatoksin miktarinda bir artis goriilmemistir. Bu
degerlere gore mevcut aflatoksinlere etki agisindan filmlerin
siralamasi ticari streg¢ film > CAP ile kaplanmis biyokompozit
filmin >biyokompozit film olarak belirlenmistir.

400 -
350 -

300 1 266,19

O Baslangic 05 giin sonra
250 -

200 -

150 4 120,29

100

47,34 47,34 47,34 74588
0 . . !

Biyokomporzit film CAP kap. biyokomp.  Ticari streg film
film

Mikotoksin konsantrasyonu
(mg mikotoksin/g iiziim)

Sekil 7: Filmlerin 5 giinliik inkiibasyon sonucunda baslangi¢
degerine gore mevcut aflatoksin olusumu tizerine etkisi.

Diger yandan baslangic aflatoksin miktarina (47.34 pg
aflatoksin/g  kuru {ziim) ilaveten toksijenik  kifiin
(Aspergillusparasiticus) de olusturdugu aflatoksin miktarina,
biyokompozit filmin bir etkisinin olmadif1 goérilmiistir
(Sekil 8). Bu sonug, Sekil 6b’de verilen filmin yerlestirildigi
AFPA besiyerinde 5 giinliik inkiibasyon sonucunda film
lizerinde ve etrafinda herhangi bir inhibisyon zonunun
olugsmamasi sonucuyla da desteklenmistir. CAP ile kaplanmis
biyokompozit film ise yeni aflatoksin olusumunu 6nlemede
oldukea etkili olmus, baslangi¢ miktar1 yeni olusumlarla birlikte
sadece 2 katina ¢ikmistir. Bu sonug Sekil 6¢c’de gosterilen AFPA
besiyerine yerlestirilen eksfoliye filmin {izerinde ve etrafinda
inhibisyonzonu olusumu ile desteklenmistir. Ticari stre¢ filmde
ise baslangi¢ miktar1 yeni olusumlarla birlikte 3 katina
cikmistir. Bu degerlere gore yeni aflatoksin olusumunun
onlenmesi agisindan filmlerin siralamasi CAP ile kaplanmis
biyokompozit film > ticari streg film >biyokompozit film olarak
belirlenmistir.

600 -
500 -
OBaglangic 05 giin sonra
400 - 369,35 3Iangle 8

300 -

200 -

8911 115,2
100 1 4734 47,34 47,34]
0 . : :

Biyokomporzit film CAP kap. biyokomp.  Ticaristreg film
film

Mikotoksin konsantrasyonu
{1g mikotoksin/g iiziim)

Sekil 8: Filmlerin 5 giinliik inkiibasyon sonucunda baslangi¢
degerine gore yeni aflatoksin olusumu iizerine etkisi.

4 Sonuclar

Toksijenik kiiflerin olusturdugu kanserojenik toksinler olan
aflatoksinler, 6zellikle, giineste kurutulmus ama nemli kalmasi
nedeniyle kiiflerin olustugu gidalarda bulunmaktadir. Bu gida
tlirlerinde kiif olusumu devam ederken, aflatoksin iiretimi de
stirekli olmaktadir Calismanin sonucunda portakal kabugu
atiklarindan iretilmis olan biyokompozit filmin tek basina
mevcut ve yeni olusan aflatoksinleri énlemeye bir etkisinin
olmadigi, diger yandan enterik bir kaplama olan CAP ile
kaplanmasi durumunda filmin, toksijenik kiif ve yeni aflatoksin
olusumuna etkisinin ticari stre¢ filmden daha iyi oldugu
sonucuna varilmistir.
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