2%\
o,
HITIT

UNIVERSITESI

T.C.
HIiTIT UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLIGi ANABILiM DALI

TAHIL BAZLI EK GIDA FORMULASYONLARINDA
FUMONISIN VE DEOKSINIiVALENOL VARLIGININ
ARASTIRILMASI

Yiiksek Lisans Tezi

Saziye Ezgi KIRIMKER

Corum 2019






TAHIL BAZLI EK GIDA FORMULASYONLARINDA FUMONISIN VE
DEOKSINIVALENOL VARLIGININ ARASTIRILMASI

Saziye Ezgi KIRIMKER

Fen Bilimleri Enstitiisii

Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Yiiksek Lisans Tezi

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Biilent KABAK

Corum 2019



Saziye Ezgi KIRIMKER tarafindan hazirlanan  “Tahil Bazli Ek Gida
Formiilasyonlarinda Fumonisin ve Deoksinivalenol Varliginin Arastirilmasi™ adh tez
calismasi 28/@8/2¢e9tarihinde asagidaki jiiri tiveleri tarafindan oy birligi / ov-gekhuan
ile Hitit Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Gida Miihendisligi Anabili;l Dali'nda

Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Biilent KABAK

| (o
Prof. Dr. K. Savas BAHCEC]I :

. U
Dog. Dr. Hasan TANGULER A//” ?3

Hitit Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun 20/&4./2/4. tarih ve ...
ﬂo[?{/.ZZQ..saylll kararr ile Saziye Ezgi KIRIMKER"in Gida Miihendisligi Anabilim

Dali'nda Yiiksek Lisans derecesi almasi onanmustir.

Fen Bilpmleri Enstitiisti Miidiirti



TEZ BEYANI
Tez igindeki biitiin bilgilerin etik davramis ve akademik kurallar ger¢evesinde elde

edilerek sunuldugunu, aynica tez yazim kurallanna uygun olarak hazirlanan bu

¢aligmada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagna cksiksiz atf

-

Saziye Ezgi KIRIMKER

yapildigim beyan ederim.



TAHIL BAZLI EK GIDA FORMULASYONLARINDA FUMONISIN VE
DEOKSINIVALENOL VARLIGININ ARASTIRILMASI
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FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Agustos 2019

OZET

Bu arastirmada Corum ve Istanbul’da faaliyet gosteren gesitli market ve satis
noktalarindan rastgele satin alinan 75 adet tahil bazli ek gida formiilasyonunda
fumonisin By (FB1), fumonisin B2 (FB2) ve deoksinivalenol (DON) varligi/miktar
yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) sistemi kullanilarak belirlenmistir.
FB1, FB2 ve DON’un tespit limitleri (LOD) sirasiyla 14,6 ng kg™, 13,3 pg kg? ve
15,5 pg kgt, élgiim limiti (LOQ) degerleri ise sirasiyla 48,6 pg kg?, 44,2 pg kg™ ve
51,7 pg kgt olarak bulunmustur. FB1, FB2 ve DON’un geri kazanim degerleri
%84,5-93,2, tekrarlanabilirlik degerleri ise %5,8-12,7 arasinda degisiklik

gostermistir.

75 adet tahil bazli ek gida drneginin yalmzca 3’iinde 42,5-100,9 ug kg™ arasinda
degisen miktarlarda FB1 saptanirken, drneklerin hi¢ birinde FB2 tespit edilememistir.
DON ise orneklerin 16’sinda 59,4-342,4 ng kg arasinda degisen miktarlarda
bulunmustur. Tahil bazli ek gida formiilasyonu orneklerinden yalnizca birinin
Avrupa Birligi (AB) ve Tiirk Gida Kodeksi (TGK) Bulasanlar Yonetmeligi’nde
belirtilen maksimum limit (ML) degerinin (200 pg kg™?) iizerinde DON igerdigi

tespit edilmistir.



Bebek ve kiigiik cocuklarin tahil bazli ek gida formiilasyonu tiiketimi yoluyla FB;1 ve
DON’a iist sinir maruz kalma degerleri sirasiyla 0,070-0,096 pg kg viicut agirhig
(v.a.) giin ve 0,144-0,196 nug kg v.a. giin™ olarak hesaplanmustir.

Anahtar Kelimeler: Fumonisin, deoksinivalenol, bebek gidasi, HPLC
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OCCURENCE OF FUMONISIN AND DEOXYNIVALENOL IN CEREAL-
BASED FOODS FOR INFANTS AND YOUNG CHILDREN

Saziye Ezgi KIRIMKER

HITIT UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
August 2019

ABSTRACT

In this research, the occurrence and levels of fumonisin B (FB1), fumonisin B, (FBz)
and deoxynivalenol (DON) were determined in 75 cereal-based foods for infants and
young children purchased from different markets and retail shops in Corum and
Istanbul, using high performance liquid chromatography (HPLC). The limit of
detection (LOD) values of FB1, FB; and DON were 14,6 pg kg, 13,3 ug kgt and
15,5 pg kg, whereas limit of quantification (LOQ) values for FB1, FB, and DON
were 48,6 ng kg?, 44,2 ng kgt and 51,7 pg kg*. The recovery of FB1, FB, and DON
varied from 84,5 to 93,2%, while the repeatabilities were ranged from 5,8 to 12,7%.

While FB1 was found in only 3 out of 75 cereal-based foods for infants and young
children at levels varying from 42,5 to 100,9 ug kg, FB, was not detected in any of
the samples. DON was found in 16 samples at levels ranging from 59,4 to 342,4 ug
kg™. Only one sample contained DON at levels higher than maximum limit (ML)
(200 ng kgt) established by the European Commission and Turkish Food Codex

Regulations.



vii

The exposure of FB; and DON for infants and young children via the consumption of
cereal-based formula was 0,070-0,096 ug kg™ body weight (b.w.) day*and 0,144
0,196 pg kg™ b.w. day* at upper bound, respectively.

Keywords : Fumonisin, deoxynivalenol, baby foods, HPLC



viii

TESEKKUR

Tezimin planlanmasi ve yiiriitilmesi asamasinda her tiirlii oneri, 6zveri, bilgi ve
deneyimleriyle beni yonlendiren, her konuda yardim ve destegini esirgemeyen, tez
danismanim ve degerli hocam Prof. Dr. Biilent KABAK’a, ayrica ¢aligmalarimda
degerli bilgileriyle bana destek olan Dr. Ogr. Uyesi Secil TURKSOY *a tesekkiirii bir

borg bilirim.

Tez g¢aligmam ve tlim hayatim boyunca bana her anlamda gii¢ veren ve destek olan
aileme, esim Abdullah KIRIMKER ve oglum Ismail Cagan KIRIMKER’e sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.



Bu tez caliymasina, MUH19004.17.004 numarah proje kapsaminda vermis
olduklar1 destekten dolayl, Hitit Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii’ne tesekkiir ederiz.




ICINDEKILER
Sayfa
OZET ..ttt iv
ABSTRACT <ttt ettt snbe e nae e be e rreare e Vi
TESEKKUR .....ooiuiiiiiieiectee ettt ettt sttt en sttt en et s s viii
ICINDEKILER ....covviiiieteieieecetete et es ettt nssas s en et esensnas et s st s X
CIZELGELER DIZINT ...coviiiieiiccee ettt Xii
SEKILLER DIZINI.....c.oiiieiiiceiiieieiceeeeee sttt en st n s en e, xiii
RESIMLER DIZINI.....cooiiiiiiiiiiiiiiiciieiessse s Xiv
SIMGELER VE KISALTMALAR .........cocooieetirieeeeeestes et eneses s ses s XV
1. GIRIS oottt ettt 1
2. LITERATUR OZETI ...ooiioioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 3
2.1, IMIKOTOKSINIEY ... 3
2.2, FUSArium TOKSINIEIT ......coiviiiiiiicee e 9
2.3 FUM bbb nnee s 14
2.3.1. FUM’larin kimyasal yapist ve 0zelliKlert ..........c.cocoeviiiiniiiicne, 15
2.3.2. FUM’larin saglik tizerine etkileri..........ccooveriiiiiiieeiiiiiiiescccseee s 17
2.4, DON ..ttt b et sne e e aeennre s 19
2.4.1. DON’un kimyasal yapis1 ve 0zellikleri.........ccccoovriiiniiiiiiiice 20
2.4.2. DON’un saglik izerine etkileri........cccocveiiriiienicieese e 21
2.5. Yasal DUzZenIemeler ........cocoviiiiiiiiieiicc et 23

2.6. Tahil Bazli Ek Gida Formiilasyonlarinda FUM ve DON Kontaminasyonu ... 25

2.7. MikotoKSin ANaliZ Y ONtEMIET . .cceurneeeieee ettt e e e eeees 30



Xi

Sayfa
3. MATERYAL VE YONTEM ......c.cooeiiiriiireiiieieicee et 33
L IMEEIYAL ... et re e 33
3. 1.1, G1da OINEKICTT . 33
3.1.2. Kimyasal Maddeler ..o 33
B L3 LAC s 34
3.1.4. FUM Standartlart .........coocveiveriniinieisie e 34
3.1.5. DON Standardi .........ccoceiveiieniiiiisiiene et 34
I 431115 1 o PSP PP PPROPRPRP 35
.21 FUM @NANZI .o 35
3.2.2. DON @NAHZI .cuviviieiieiiiieiees e 37
3.2.3. MEtot ValIdaSYONU........ccueiuiiiiiiieiieieiece et 38
3.2.4. Maruz kalma diizeyi hesaplamast ...........ccccovviiieniiniicnic e 39
4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA ....coiiiiiiiieieeceeee e 40
4.1. Metot Performansinin Degerlendirilmesi............ccocveviiiiiiiniicic e 40
4.1.1. Tahil bazli bebek ve cocuk ek gida formiilasyonlarinda FUM
VArTG/MIKEATT ... 43
4.1.2. Tahil bazli bebek ve ¢ocuk ek gida formiilasyonlarinda DON
VarTIZI/MIKEATT ... 47
4.2. Maruziyet Degerlendirmesi..........ccoiveiiiieiieiiniseesieeee e 51
5. SONUC VE ONERILER .......ccccootiuiiiiiiiiiieeeieeeeeeie et 54
KAYNAKLAR ettt 56

OZ GECMIS oo ees e seeees e s e se e e s s e s s ee s ees e ees s 71



Cizelge

Cizelge 2.1.
Cizelge 2.2.
Cizelge 2.3.
Cizelge 2.4.

Cizelge 2.5.

Cizelge 2.6.
Cizelge 2.7.
Cizelge 2.8.

Cizelge 2.9.

Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.

Xii

CIZELGELER DiZiNi

Sayfa
Baz1 mikotoksin tipleri, tiretici kiifler ve riskli gida maddeleri............... 4
Mikotoksinler ve yapilarinda bulunan kimyasallar................c.ccooeeveienn, 5
WHO-IARC’a gore mikotoksinlerin karsinojenik siniflandirmasi.......... 9
Fusarium tiirleri tarafindan tahillarda {iretilen mikotoksin ¢esitleri....... 11
Trikotesen gruplarinda yer alan mikotoksinler ve ayirt edici
OZEIIKICTT . 13
FUM ve DON’a ait ML degerleri........cocvviiiiiiiiiiiiiiiiiicccs 24
Bazi iilkelerde tahillarda saptanan FB; varligi ve miktart ..................... 25
Baz iilkelerde tahillarda saptanan DON varlig1 ve miktari................... 26
Tahil bazli ek gida formiilasyonlarinda FUM/DON varlig1 ve
INIKEATT oiiiiiic e e 28
FUM analizinde uygulanan kromatografik kosullar..................c..cece.. 36
DON analizinde uygulanan kromatografik kosullar..................cc.c.c.... 38
FUM ve DON i¢in lineerite VETrileri.......cccooverriiiiiiiieiiiie i 40

Tahil bazli bebek ve ¢ocuk ek gida formiilasyonlarinda saptanan
FUM varli@1 ve miKtart ......ccocviiiiiiiiiiiiicee s 44

Tahil bazli bebek ve ¢ocuk ek gida formiilasyonlarinda saptanan
DON varlig1 ve miKtart ........cocooveiiiiiiiece e 47

6-12 aylik bebek ve 1-3 yas araligindaki ¢cocuklarin DON’a maruz
kalma dlzZeyler ........ccovvviiiiiiiiic 51



Sekil
Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Xiii

SEKILLER DIiZiNi

Sayfa
B grubu FUM’larin kimyasal yap1lart .........ccccoccevviiiiiniiiiiiiiccnn 15
A grubu (FA1, FA2, FA3), C grubu (FCy, FC2, FC3) ve P grubu (FPy,
FP2, FP3) FUM’larin kimyasal yapilari........cccocccoviieiiiiniiiiesiie s 16
DON, asetil tiirevleri ve DON-3G’nin kimyasal yapisi.........ccccoeveeriieenne 21
Mikotoksin analiz a$amalart ............cccocevereiiiiiiee e 30
HPLC analizi aK1$ SEMAST ......cveeiiiviieeiiiiieeeeciiiee e e cseee e e ssnee e e e e sireee e e snnreee e 32
HPLC kromatogrami (FB1: 500 pg 1", FB2: 500 pg 1) v 40
FB1 1¢in Kalibrasyon €ZriSi......c.ueiveeiiianiieiiieiiie st 41
FB2 1¢in Kalibrasyon €ZriSi......ccuriuieriieiiieiieeiee i 41
HPLC kromatogrami (DON: 1000 Ug 1™)..cvcvvcveiiiiiiceice s 42
DON Kalibrasyon @ZIIST .....cccuevviivriiiiiiieiieiisie s 42
FB1igeren (100,9 pg kg ) tahil bazli ek gida formiilasyonuna ait
HPLC KromatOZraml.......c.ccveiviiieiiieiisieesieere et 44
FUM igermeyen Ornege ait HPLC kromatogrami ...........cccccevevenivciineennnnnn 45
DON ile kontamineli (342,4 ug kg™) 6rnegin HPLC-FLD
KIOMAtOZIAMI ... 48

DON igermeyen tahil bazli ek gida formiilasyonuna ait HPLC
KIOMAtOZIAMI ... 48



Xiv
RESIMLER DiZIiNi

Resim Sayfa

Resim 2.1. Fusarium mikotoksin kontaminasyonunu belirlemede 6nemli

FAKEOTICT ... 10
Resim 3.1. Bebek ve ¢ocuk ek gida formiilii OrnekIeri.......covevvevverviiieneeveeie e, 33
Resim 3.2. FUM analizinde kullanilan HPLC cihazi.........cccccoovvviiieniiiniiccen 36

Resim 3.3. DON analizinde kullanilan HPLC CihazZi........coooveooeiieeeeeeeeeeeeeeeeeee, 37



Simgeler

ml
Na>B407
NaCl
NaH2PO4
P

Zn

SIMGELER VE KISALTMALAR

Mikrogram
Mikrolitre
Mikrometre

Su aktivitesi
Kalsiyum

Dakika

Demir

Gram
Orto-fosforik asit
Potasyum
Kilogram
Ortalama o6ldiiriicii doz 50
Litre

Molar
Magnezyum
Miligram

Mililitre

Sodyum tetraborat
Sodyum kloriir
Sodyum fosfat monobazik
Fosfor

Cinko

XV



XVi

Kisaltmalar

15-Ac-DON 15-asetil-deoksinivalenol
3,15-Ac-DON 3,15-asetil-deoksinivalenol
3-Ac-DON 3-asetil-deoksinivalenol

AB Avrupa Birligi

ABD Amerika Birlesik Devletleri
AFs Aflatoksinler

ATA Alimentary Toxic Aleukia

b.w. body weight

BEA Beauvericin

BEN Balkan Endemik Nefropatisi
CAS Chemical Abstracts Service
CO2 Karbondioksit

DAS Diacetoxycirpenol

DON Deoksinivalenol

DON-3G DON-3-Glukozit

EFSA Avrupa Gida Gilivenligi Kurumu
ELEM Equine leukoencephalomalacia
ELISA Enzim baglanmis immunosorbent yontemi
ENNSs Enniatinler

FA1 Fumonisin Az

FA2 Fumonisin Az

FAs3 Fumonisin As

FA4 Fumonisin As

FAO Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
FB1 Fumonisin B

FB: Fumonisin B:

FB3 Fumonisin B3

FB4 Fumonisin Bs

FC1 Fumonisin Cy

FC, Fumonisin C»



FCs
FCs
FLD
FP,
FP,
FPs
FP4
FUM
GC
GC-MS
HPLC
IAC
JECFA
LC-MS/MS
LOD
LOQ
MAPK
ML
MON
NIV
OPA
OTA
PAT
PBS
PDA
PMTDI
PPE

R?
RSD
SCF
SD
TCA

Fumonisin C3

Fumonisin Cy4

Floresan dedektor

Fumonisin Py

Fumonisin P

Fumonisin P3

Fumonisin P4

Fumonisinler

Gaz kromatografisi

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi
Yiiksek performansh sivi kromatografisi
Immunoaffinite kolon

Gida Katk1 Maddeleri Ortak Uzman Komitesi
S1vi kromatografisi-kiitle spektrometresi
Tespit limiti

Olgiim limiti

Mitojenle aktive olan protein kinaz aktivasyonu
Maksimum limit

Moniliformin

Nivalenol

o-phthaldialdehyde

Okratoksin A

Patulin

Fosfat tamponu

Photo diode array

Gecici maksimum tolare edilebilir giinliik alim
Pulmoner 6dem

Korelasyon katsayis1

Bagil standart sapma

Gida Bilimsel Komitesi

Standart sapma

Trikarboksilik asit

XVii



TDI

TGK

TLC

v.a.
WHO-IARC
ZEA

Tolere edilebilir glinliik alim

Tiirk Gida Kodeksi

Ince tabaka kromatografisi

Viicut agirligt

Diinya Saglik Orgiitii Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi

Zearalenon

XViii



1. GIRIS

Bebek ve kiigiik ¢ocuklarin duygusal, fiziksel ve kavramsal biiyiime ve gelisimi,
biiyiik 6l¢iide yeterli beslenmelerine ve farkli gida maddelerinin tanitilma zamanina
baglidir. Dogumdan sonraki ilk iki yil boyunca, bebeklerin ve kiigiik ¢ocuklarin
beslenme ihtiyaglar1 hizla degismekte ve beslenme sekilleri, anne siiti, bebek
formiilii/devam formiilleri gibi {iriinlerden, meyve sulari, tahillar ve kat1 yiyecekleri
iceren daha kompleks gida iiriinlerine kadar ilerlemektedir. Bu siire zarfinda daha
sonraki  beslenmelerini  ve saghigin1 etkileyebilecek beslenme aliskanliklar
olugsmaktadir. Dordiincii aydan itibaren anne siitii yaninda tamamlayic1 ek gidalar
verilmeye baslanmaktadir. Tamamlayici gidalarin basinda ise tahil bazli ek gida

formiilasyonlar1 gelmektedir.

Bebek ve kiiglik cocuklarin beslenme cesitliligi yetigkin bireylere gore sinirh
diizeyde kalmakta olup, bebek formiilii/devam formiilii ve tahil bazli ek gida
formiilasyonlarinin tiiketim miktarlar1 yiiksek diizeylerde olabilmektedir. Bu nedenle
bebek ve kiiciik cocuk gidalariin mikrobiyolojik ve kimyasal tehlikeleri icermemesi,
bagisiklik sistemi zayif olan bu tiiketici grubunda ayrica 6nem tasimaktadir. Tahil
bazli ek gida formiilasyonlarinda nitrat, pestisitler, inorganik civa basta olmak tlizere
cesitli agir metaller, 3-monokloropropan-1,2 diol (3-MCPD) ve glisidil yag asidi
esterleri, polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve mikotoksinler gibi ¢esitli kimyasal
tehlikeler bulunabilmektedir.

Mikotoksinler halk sagligini ilgilendiren ve gelecek nesillerin de sagligini tehdit eden
onemli bir kimyasal tehlikedir. Mikotoksinler, Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Alternaria ve Claviceps’in toksijenik tiirleri basta olmak iizere bazi kiifler tarafindan
tiretilmektedir. Mikotoksinlere maruziyet sonrasinda insan ve hayvanlarda akut,
kronik, mutajenik ve teratojenik etkiler goriilebilmektedir. Mikotoksinin toksik etkisi
alinan doza, toksine maruz kalma siiresine, toksin tiirline, etki mekanizmasina,
cinsiyete, yasa, metabolizmaya ve savunma mekanizmasina bagl olarak degisiklik
gosterebilmektedir. Aflatoksinler (AFs), okratoksin A (OTA), deoksinivalenol
(DON), fumonisinler (FUM), zearalenon (ZEA) ve patulin halk saglig1 ve ekonomik



acidan yarattigi sorunlar nedeniyle iizerinde en fazla durulan mikotoksin

turlerindendir.

Tahil taneleri, tarlada, hasat sirasinda ve/veya depolama asamasinda Fusarium spp.
basta olmak tizere mikotoksin iireticisi ¢esitli kif tiirleri tarafindan kontamine
olabilmektedir. Bununla birlikte, yiiksek sicakliklara kars1 direngli bir yapiya sahip
olan mikotoksinlerin 1s1l islem prosesleriyle tamamen pargalanmalar1t miimkiin

olmadigindan, son iiriinde de bulunabilmektedir.

Tahil ve tahil bazli iriinlerde siklikla rastlanilan Fusarium toksinleri FUM ve
DON’dur. Tahil bazli bebek ve ¢ocuk ek gida formiilasyonlarinda FUM ve DON
varligr ile ilgili cesitli iilkelerde gerceklestirilmis bazi calismalar bulunurken,
tilkemizde tiiketime sunulan tahil bazli ek gida formiilasyonlarinda FUM ve DON
kontaminasyonu ile ilgili herhangi bir bilgiye ulasilamamistir. Benzer sekilde,
tilkemizde yasayan bebek ve kiigiik g¢ocuklarin FUM ve DON maruziyetleri

konusunda da herhangi bir veri bulunmamaktadir.

Bu calismanin amaci1 iilkemizde tliketime sunulan tahil bazli ek gida
formiilasyonlarinda FUM ve DON varligi/miktarinin belirlenmesidir. Calisma
kapsaminda ayrica, iilkemizde yasayan bebek (6—12 aylik) ve kiigiik ¢ocuklarin (1-3
yas) tahil bazli ek gida formiilasyonu tiiketimi yoluyla DON ve FUM’a maruz kalma

degerlerinin belirlenmesi de hedeflenmistir.

Bu amaglar dogrultusunda, Corum ve Istanbul’da faaliyet gosteren gesitli market ve
satis noktalarindan Temmuz—Ekim 2018 tarihlerinde rastgele satin alinan toplam 75
adet tahil bazli ek gida formiilasyonlarinda FUM ve DON varligi/miktar1 yiiksek

performansl s1vi kromatografisi (HPLC) sistemi kullanilarak belirlenmistir.



2. LITERATUR OZETIi

2.1. Mikotoksinler

Mikotoksinler, patojenik ve bozulma etmeni kiifler tarafindan {iretilen, disiik
molekiil agirhigina sahip ikincil metabolizma trtinleri olarak bilinmektedir (Kuiper-
Goodman, 2004). Mikotoksin tireten kif cinslerinin baslicalar; Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Alternaria ve Claviceps’dir. Bu kiif cinslerinden Aspergillus
ve Penicillium’lara ait tiirler genelde depolama asamasinda sorun yaratirken,
Fusarium, Alternaria ve Claviceps cinslerine ait tiirler “tarla kiifleri” olarak
nitelendirilmektedir. Bu aymrima karsin, Aspergillus flavus’un hem tarla hem de

depolamada sorun yarattigi bilinmektedir (Sweeney ve Dobson, 1998).

Kiiflerin tamami toksin sentezleme yetenegine sahip degildirler. Toksin sentezleme
yetenegi kiifiin genetigine bagl olup, kalitim yolu ile yeni nesillere aktarilmaktadir.
Toksijenik kiif tiirleri bir veya birden fazla toksin sentezleyebilirken, ayni toksin
birden fazla kiif tiirii tarafindan da tretilebilmektedir. Mikotoksinler, toksijenik
kiifiin normal gelisimini tamamladiktan sonra iiretilmeye baslamakta olup,
cogunlukla kiiflerin miselyum ve sporlarinda bulunmaktadir (D’Mello ve

Macdonald, 1997; Deacon, 1997).

Gliniimiizde 100’tin lzerinde kiif tiirii tarafindan sentezlenen 400 civarinda
metabolitin toksijenik aktiviteye sahip oldugu belirtilmektedir. Birlesmis Milletler
Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), diinyada iiretilen tarim iiriinlerinin yaklasik dortte
birinin mikotoksinlerle kontamine oldugunu ve bunun da 6nemli ekonomik kayiplara
yol agtigin1 vurgulamistir (Wu, 2007). Dogada bulunma siklig1 ve olusturdugu toksik
sendromlar nedeniyle aflatoksinler (AFs), okratoksin A (OTA), trikotesenler
(deoksinivalenol (DON), T-2/HT-2 toksin), fumonisinler (FUM), zearalenon (ZEA)
ve patulin (PAT) iizerinde en fazla durulan mikotoksin tipleri olarak one ¢ikmaktadir
(Huwig ve ark., 2001). Cizelge 2.1°de baz1 6nemli mikotoksin tipleri, liretici kiifleri

ve riskli gida maddeleri verilmistir.



Cizelge 2.1. Baz1 mikotoksin tipleri, iiretici kiifler ve riskli gida maddeleri (Smith ve

ark., 2016)
Mikotoksin Uretici kiifler Riskli gida maddeleri
AFs Aspergillus flavus, Yer fistif1, sert kabuklu meyveler (findik,
A. nomius, A. parasiticus Antep fistig1 vb.), tahil ve tahil bazli iiriinler,
kuru meyveler (kuru iiziim, incir vb.),
baharat, kakao, siit ve siit tiriinleri vb.
OTA Penicillium verrucosum, Tahil (bugday, piring vb.) ve tahil bazli
Aspergillus carbonarius, tirtinler, kuru tziim, kuru incir, kahve ve
A. ochraceus kakao cekirdegi, sarap, bira, baharat vb.
FUM Fusarium proliferatum, Misir bagta olmak iizere tahil ve tahil bazl
F. moniliforme gidalar
DON Fusarium culmorum, Tahil (bugday, piring, arpa, misir vb.) ve

T-2 ve HT-2 toksin

F. graminearum

Fusarium poae,
F. sporotrichioides,
F. equisetiiculmorum

tahil bazli tirtinler (ekmek, makarna vb.)

Tahil (bugday, piring, arpa vb.) ve tahil bazli
riinler (ekmek, makarna vb.)

ZEA Fusarium graminearum, Misir basta olmak iizere tahil ve tahil bazli
F. culmorum, F. equiseti, tirtinler
F. sporotrichioides

PAT Penicillium expansum, Elma suyu basta olmak {izere ¢esitli meyve
P. patulum, Aspergillus sulari/ekstrakti
clavatus, Byssochlamys
fulva

Sitrinin Penicillium citrinum, Bugday, ¢avdar, piring, misir, meyve sulari
P. expansum, P. verrucosum

Moniliformin Fusarium moniliforme, Tiim tahillar ve tahil bazli tirinler

(MON) F. oxysporum, F. fujikuroi

Kiifiin normal gelisimi agisindan herhangi bir 6nemi bulunmayan ve ikincil
metabolizma firlinleri olarak bilinen mikotoksinlerin hangi amagla iiretildigi tam
olarak ac¢ikliga kavugsmamakla birlikte, savunma mekanizmasi olarak {iretildigi ileri
stiriilmektedir. Toksin {iretimi iizerinde yapilan ¢alismalar, liretim i¢in birgok genin
bulundugunu ve sentezleme mekanizmalarini ¢alistiracak aktivatér ve deaktivator
yapida kimyasallarin oldugunu gostermektedir (Bozoglu, 2003; Celik, 2008).

Mikotoksinler ve yapilarinda bulunan kimyasal maddeler Cizelge 2.2°de verilmistir.



Cizelge 2.2. Mikotoksinler ve yapilarinda bulunan kimyasallar

Mikotoksin Yapisinda bulunan kimyasal Kaynak

AFs Kumarin, difuran Bennet ve Klich, 2003
OTA Fenilalanin, izokumarin Searcy ve ark., 1969
PAT ve sitrinin Asetil-CoA, 3 malonil-CoA Bozoglu, 2003

FUM Poliketidler, serin, glutamik asit ve metionin ~ Bozoglu, 2003

Mikotoksinler, halk saglig1 ve ekonomik agidan yarattig1 sorunlar nedeniyle yalnizca
gelismemig/gelismekte olan lilkelerde degil tiim diinyada rastlanilan Onemli bir
tehlike olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Mikotoksinlerin bulunma sikliklar1 iklim ve
cevresel faktorlere bagli olarak iilkeden iilkeye degisiklik gosterebilmektedir.
Ornegin, iklim kosullarryla baglantili olarak Afrika iilkeleri, Orta Dogu iilkeleri, Cin,
Hindistan ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde mikotoksinler igerisinde
ozellikle AFs sorun yaratmaktadir. Benzer sekilde, iilkemizde de AFs sert kabuklu
meyve urinleri (findik, Antep fistig1) basta olmak {izere kuru incir ve baharatlarda
siklikla rastlanmakta olup, gidada bulunabilecek kimyasal tehlikeler arasinda birinci
sirada yer almaktadir. Bununla birlikte, iilkemizde OTA da 6nemli bir sorun olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Diger yandan, Dogu Avrupa lilkelerinde yetistirilen
bugdaylarda ozellikle OTA ve DON kaynakli bildirimler yer alirken, Rusya’da
yetistirilen tahil iiriinlerinde trikotesenlerin (T-2 toksin, DON) sorunlara yol actig1

belirtilmektedir.

Kiiflerin gelisimi ve mikotoksin sentezinde besin igerigi, pH, oksidasyon/rediiksiyon
potansiyeli, diger mikroorganizmalarin varligi, ¢evredeki gazlar ve konsantrasyonlari
gibi pek cok i¢c ve dis gelisme faktorleri rol oynamakla birlikte, en 6nemli iki
faktoriin nem ve sicaklik oldugu bilinmektedir. Kiifler tarimsal iiriinlere hasat dncesi
liriiniin yetigmesi siirecinde, hasat asamasinda, depolamada, isleme ve dagitim
asamalarinda kontamine olabilmektedir. Ayrica, iirliniin yetisme siirecinde, hasat
ve/veya depolama asamalarinda bazi zararlilar (bocek, kemirgen, kus vb.) ve/veya
mekanik hasara maruz kalmasi, kif istilasin1 kolaylastirmakta ve dolayisiyla

mikotoksin sentezine yol agmaktadir (Rodrigues ve Naehrer, 2012).



Tahil ve diger tarimsal {iriinlerin nem igeriklerinin hasat sonrast mutlaka kritik nem
diizeylerinin altina indirilmesi biiylik 6nem tasimaktadir. Tarla kiifleri olarak bilinen
Fusarium, Alternaria ve Claviceps spp. %22-25 nem igeren tahillarda gelisme
gosterebilirken, Aspergillus ve Penicillium tiirleri %13—18 gibi diisiik nem igerigine
sahip tahillarda dahi gelisebilmektedirler (Christensen, 1978). Diger yandan, gidada
bulunan serbest suyun bir 6l¢iisii niteliginde kullanilan su aktivitesi (aw) miktari,
gidanin nem icerigi degerine nispeten daha kesin bir bilgi vermektedir. Ornegin,
glivenilir bir sinir olarak nitelendirilebilecek 0,70 aw degeri bugdayda %14,5 nem
icerigine tekabiil ederken, sert kabuklu meyveler i¢in bu deger %4-9 neme karsilik
gelmektedir (Aldred ve Magan, 2004). Bununla birlikte, mikotoksin sentezi igin
gereksinim duyulan minimum aw degeri, kiifiin gelisebilmesi i¢in gerekli olan

minimum aw degerinden biraz daha yiiksek olmaktadir.

Kiif gelisimi ve mikotoksin sentezinde rol oynayan ikinci 6nemli faktor sicakliktir.
Kiif tiirleri farkli sicaklik degerlerinde (0-50 ‘C) gelisebilmelerine karsimn, genelde
psikrotrof/mezofilik karakter gostermektedirler. Ornegin, optimum olarak 32—
33 “C’lerde gelisen A. flavus ve A. parasiticus’un gelisme sicaklik araligmnmn 10—
43 °C oldugu ve AFs sentezinin 12-40 "C araliginda gergeklestigi belirtilmektedir
(ICMSF, 1996; Sweeney ve Dobson, 1998). Diger yandan, P. verrucosum’un
bugdaylarda 10-25 “C’lerde OTA olusumuna neden oldugu belirtilmektedir (Olsen
ve ark., 2003).

Kiifler aerobik gelisim gostermekte ve yiiksek miktarda serbest oksijene gereksinim
duymaktadirlar. Ortamda bulunan Oz miktart %1’in altina diistiigiinde kif geligimi
inhibe olmakta ve mikotoksin sentezi durmaktadir. Benzer sekilde, ortamdaki CO>
konsantrasyonunun artmasi da kiif gelisimi ve mikotoksin sentezini olumsuz yonde

etkilemektedir (Sanl1, 2002).

Kiifler zengin enzim sistemlerine sahip olup, farkli besin 6gelerini karbon ve enerji
kaynag1 olarak kullanabilmektedir. Kiifler, karbon kaynagi olarak 6zellikle mono ve
disakkaritlere, azot kaynagi olarak aminoasit, pepton ve/veya polipeptitlere, mineral

madde olarak da magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), demir (Fe), potasyum (K), fosfor



(P) ve ¢inko (Zn) gibi elementlere ihtiyag duymaktadirlar. Bugday, misir, piring,
yulaf, findik, yer fistig1, soya fasulyesi, ay¢igegi ve pamuk tohumu gibi karbonhidrat
ve/veya yag igerigince zengin substratlar kiif gelisimi ve mikotoksin sentezi igin

uygun ortama sahiptirler (Kuhn ve Ghannoum, 2003; Agag, 2004; Hazer, 2011).

Kiifler olduk¢a genis pH araliginda (2—11) gelisim gostermekle birlikte, optimum
olarak hafif asidik ya da orta asitli gida tiriinlerinde sorun yaratmaktadirlar. Diger
yandan, ortamda bulunan dogal antimikrobiyel/stimulant bilesikler ve
rekabetgi/refakatgi floranin varligi da kif gelisimini ve mikotoksin sentezini

etkileyebilmektedir (Northolt ve ark., 1996).

Mikotoksinlerle kontamine olmus yem ve gida maddelerinin hayvanlar ve insanlar
tarafindan tiiketimi sonrasinda hayvan ve insanlarda goriilen toksik sendromlara
“mikotoksikozis” adi verilmektedir. Mikotoksin iceren gida maddelerine kronik
maruz kalma sonucunda olusan toksik sendromlar “birincil mikotoksikozis” olarak
nitelendirilmektedir. Diger yandan, mikotoksin i¢ceren yem maddelerinin hayvanlar
tarafindan tiiketilmesi sonucunda, mikotoksinler form degistirerek siit, yumurta, et
gibi hayvansal {iriinlere gecebilmekte olup, bu hayvansal {iriinlerin tiiketimi
sonrasinda goriilebilen toksik sendromlara ise “ikincil mikotoksSikozis” adi

verilmektedir (Kabak, 2007).

Tarihte ilk olarak bilinen mikotoksikozis olayr ‘Kutsal Ates’ ya da ‘Aziz
Anthony’nin Atesi’ olarak bilinen ergotizm hastaligidir. Ergotizm, Claviceps
purpurea toksinleri tarafindan kontamine olmus ¢avdar ve diger tahil tanelerinden
yapilan ekmeklerin tiiketilmesi sonucu, Orta Cag’da Avrupa’da ortaya ¢ikan bir
hastaliktir (Thrane, 2001). Ergotizm kangren, uzuvlarin kayb: ve haliisinasyonlarin

ortaya ¢ikmasina yol agmistir (Van Egmond, 2013).

Ilerleyen dénemde 1890 yilinda Japonya'da, kardiyak beriberi hastalig1 (sar1 piring
hastalig1) ortaya ¢ikmistir. Bu hastaliga, Penicillium kiifleri tarafindan {iretilen bir
ndrotoksin olan sitreoviridinin neden oldugu bilinmektedir. Hastalik, erkeklerin “sar1

piring” yemesi sonucu kusma, adalelerde istemsiz kasilmalara ve kas



fonksiyonlarmin kaybma neden olmustur. Hastaligin ilk belirtilerinin ortaya
¢ikmasindan 1-3 giin sonra oliimlerin meydana geldigi rapor edilmistir (Van
Egmond, 2013).

Diinyadaki 6nemli bazi mikotoksikozis vakalar1 arasinda, Balkanlar’da Aspergillus
ochreceus tarafindan olusturulan klor igeren izokumarin yapisindaki OTA’nin neden
oldugu Balkan endemik nefropatisi (BEN) ve 1942-1947 yillarinda Rusya’nin
Orenburg bolgesinde binlerce insanin Oliimiine neden olan ve Fusarium
sporotrichioides toksinlerinin yol actigt Alimentary Toxic Aleukia (ATA)
sayilabilmektedir (Froquet ve ark., 2001; Sherif ve ark., 2009).

Diger yandan, mikotoksin konusunda yapilan ¢alismalar 6zellikle AFs’in kesfinden
sonra baslamistir. AFs ilk olarak 1960’1 yillarda Ingiltere’de 100 000’den fazla
hindinin 6liimiine yol agan “Hindi-X hastalig1 (karaciger nekrozu)” lizerinde yapilan
caligmalar sonucunda kesfedilmistir. (Dwayne ve Thrasher, 2005). Yapilan
arastirmalar sonucunda, dliimlerin sebebinin Brezilya’dan gelen fistik kiispelerinden
kaynaklandig1 anlagilmis olup, kesfedilen bu metabolite “A. flavus-toxin” adi
verilmistir. Bu hastaligin ortaya ¢ikmasindan kisa bir siire sonra tavuk ve ordek
yavrularinda da zehirlenme vakalar1 goriilmiistiir. Hastaligin belirtileri; belirgin safra
kanali hiperplazisi, akut hepatit nekroz, kanatlarda zayiflik, akut istah kaybi ve
uyusukluk olarak karakterize edilmistir (Eaton ve Groopman, 1994).

Mikotoksin igeren yem ve gida maddelerinin tiiketimi sonrasinda hayvan ve
insanlarda;

« Karsinojenik

« Hemorajik,

o Teratojenik,

« Mutajenik,

« Hepatoksik,

o Dermatitik,

o Nefrotoksik,

o Immunsupresif etkiler goriilebilmektedir (Pitt, 2000; JECFA, 2001).



Mikotoksinlere akut ve kronik olarak maruz kalma sonucunda goriilen toksik etkiler;
aliman doz, toksinin etki mekanizmasi, toksine maruz kalma siiresi, toksin tiirii, yas,
cinsiyet, savunma mekanizmast ve metabolizmaya bagh olarak degisiklik
gdstermektedir. Diinya Saglik Orgiitii Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (WHO-
IARC), mikotoksinleri karsinojenik potansiyellerine gore ¢esitli siiflara ayirmistir

(IARC, 1987; 1993; 2002) (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. WHO-IARC’a gore mikotoksinlerin karsinojenik siniflandirmasi

Mikotoksin IARC degerlendirmesi

Grup Aciklama

AFB; ve toplam AFs 1 Insanlara kars1 karsinojenik

Aflatoksin M4 2B Insanlara kars1 olas1 karsinojen
OTA 2B Insanlara kars1 olas1 karsinojen
FB: 2B Insanlara kars1 olas1 karsinojen
Sterigmatosistin 2B Insanlara kars1 olas1 karsinojen

Fusarium graminearum, F.

culmorum ve F.

crookwellense tarafindan Insanlara kars1 karsinojenik olarak
iiretilen toksinler (DON, siniflandirilamaz

ZEA, nivalenol (NIV) ve

fusarenone-X)

Insanlara kars1 karsinojenik olarak

T-2 toksin 3 simiflandirilamaz

PAT 3 Insanlara kars1 karsinojenik olarak
siiflandirilamaz

Sitrinin 3 Insanlara kars1 karsinojenik olarak

siiflandirilamaz

2.2. Fusarium Toksinleri

Fusarium cinsi kiifler tarla kiifleri olarak nitelendirilmekte olup, Cin, Kuzey
Amerika, Giiney Afrika ve Avrupa’da yetisen kiigiik taneli tahillar (bugday, arpa,
yulaf vb.) ve misirda yaygin olarak rastlanmaktadir. Bu tarimsal iiriinleri enfekte

eden baskin tiirler, {irlinlin cinsine ve ¢esidine, iklim ve cevresel kosullara bagh
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olarak degisiklik gosterebilmektedir (Ferrigo ve ark., 2016; Shi ve ark, 2017).
Fusarium tiirleri ¢esitli tahil tirtinlerinde kogan ¢lirtikliigi, dip ¢lirtikligi, yaprak ve
basak yanikligi gibi hastaliklara ve dolayisiyla verim kaybina neden olmaktadir.
Bunun yani sira, toksijenik Fusarium tiirleri bugday, yulaf, misir, piring, arpa gibi
tahil {irlinlerinde mikotoksin olusumuna neden olmaktadir. Bitki yetisme
asamasindan hasat, depolama ve isleme asamasina kadar Iyi Tarim Uygulamalar ve
Iyi Uretim Tekniklerinin uygulanmasinin mikotoksin olusumunu engellemede
kiimiilatif bir etkisi bulunmaktadir. Uriiniin ¢iceklenmesi sirasinda ve hasatta havanin
yagisli olmast Onemli bir risk faktorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tarla
kosullarinda risk degerlendirmeleri (mavi oklar) sezon boyunca ii¢ noktada

yapilabilmektedir:

eSezon basinda agronomik riski degerlendirmek

eBasaklanma asamasinda biyolojik/kimyasal ajan kullanim1 ihtiyacini belirlemek

eHasat agamasinda genel riski degerlendirmek (hava sartlari+agronomi) (FSA,
2007).

1 "

Onceki iirtin ~ Topragi isleme  Tiir secimi ~ Biyolojik/kimyasal ~Hasat
i : ajan
b -

Urtin Gelisimi
Resim 2.1. Fusarium mikotoksin kontaminasyonunu belirlemede 6nemli faktorler

Fusarium kiiflerini Aspergillus ve Penicillium cinsine ait tiirlerden ayiran
Ozelliklerden biri de, Fusarium tiirlerinin hemen hepsi birden fazla mikotoksini farkli
derecelerde olusturabilme yetenegine sahipken, Aspergillus ve Penicillium kiifleri

yalnizca bir mikotoksin grubu tiretebilmektedir (Magnoli ve ark., 1999).
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Fusarium tiirleri tarafindan tahillarda iretilen mikotoksin gesitleri Cizelge 2.4’te
gosterilmistir. Fusarium tiirleri tarafindan iretilen baslica mikotoksinler; FUM,
trikotosenler (T-2/HT-2 toksin, DON) ve ZEA’dir. Bunun yani sira son yillarda
“emerging mikotoksinler” olarak da bilinen moniliformin (MON), beauvericin
(BEA), fusaproliferin, enniatinler (A, A1, B, By, C, D, E ve F), wortmannin, fusarin
C, fusarokromanon, fusarik asit, equisetin ve fusariosin iizerinde de Onemle
durulmaktadir (Jestoi, 2008; Gruber-Dorninger ve ark., 2017).

Cizelge 2.4. Fusarium tiirleri tarafindan tahillarda tiretilen mikotoksin gesitleri (EC,
1999; EFSA, 2014)

Fusarium tiirii Uretilen mikotoksin

F. graminearum DON, 15-Ac-DON, NIV, ZEA, fusarenon X

F. maniliforme FUM (Bs, Bz, Bs), MON, ZEA, fusarin C

F. culmorum DON, 3-Ac-DON, 15-Ac-DON, NIV, ZEA, fusarenon X

F. cerealis NIV, ZEA, DON

F. poae NIV, T-2 toksin, HT-2 toksin, BEA, diacetoxyscirpenol, fusarenon X
F. acuminatum T-2 toksin, HT-2 toksin

F. sporotrichioides ~ T-2 toksin, HT-2 toksin, neosolaniol, diacetoxyscirpenol, fusarenon X, ZEA
F. equiseti ZEA, T-2 toksin, HT-2 toksin

F. proliferatum FUM (B4, B;), MON

F. nygamai FUM (By, By)

F. subglutinas MON

F. avenaceum MON, Enniatinler (A, A1, B, B1, C, D, E, F), BEA

F. oxysporum MON, wortmannin, fusarik asit, sambutoksin

Fusarium toksinlerinden biri olan ZEA (F-2 toksin), F. graminearum basta olmak
tizere F. culmorum, F.equiseti ve F. verticillioides gibi bitki patojenleri tarafindan
iretilen ve misir ve misir bazl iirlinler basta olmak {izere bugday, arpa, sorgum ve

cavdarda sorun yaratan bir mikotoksin ¢esididir (EFSA, 2014).

Ostrojenik bir mikotoksin olan ZEA, 6strojen reseptdrlerine baglanarak hormonal
degisikliklere yol agmaktadir (EFSA, 2011a). ZEA ve tiirevlerinin gesitli hayvan
tirlerinde kisirlik, ireme organinda 6dem, meme bezlerinde biiylime ve iireme
sisteminde hastaliklara neden oldugu bildirilmektedir (Peraica ve ark, 1999). ZEA

maruziyet sonras1 Ozellikle karacigerde metabolize edilerek a-zearalenol, B-
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zearalenol, a-zearalanol ve [3-zearalanol metabolitlerine doniismektedir. Bu
metabolizma irlinlerinden a-zearalenol’in ZEA’ya gore 3-4 kat daha yiiksek

Ostrojenik aktiviteye sahip oldugu belirtilmektedir (D’Mello ve ark., 1999).

MON, F. avenaceum, F. subglutinans ve F. proliferatum basta olmak iizere bazi
Fusarium tiirleri tarafindan tahil {riinlerinde, 3-hidroksi-3-siklobiiten-l,2-dionun
sodyum veya potasyum tuzu olarak sentezlenen bir mikotoksindir. MON tahil
riinleri igerisinde oOzellikle yulaf, bugday, misir, ¢avdar ve tritikalede sorun
yaratmaktadir (EFSA, 2017a).

MON vyiiksek konsantrasyonlarda akut toksik etki gostermekte olup, ortalama
oldiiriicii doz 50 (LDso) degerinin sicanlarda 19-25 mg kg™ viicut agirhigr (v.a.),
farelerde ise 50 mg kg v.a. oldugu saptanmistir. MON’un deney hayvanlarina karsi
hematotoksik, kardiyotoksik ve sitotoksik etki gosterdigi belirtilmektedir. MON’un
genotoksik niteligi ile ilgili ise heniiz yeterli bilgi bulunmamaktadir (EFSA, 2017a).

Tahillarda yaygin olarak karsilasilan en 6nemli Fusarium toksinleri trikotesenlerdir.
Trikotesenler, Fusarium tiirleri tarafindan iiretilen yaklasik 180 adet yapisal olarak
birbirine benzer molekiillerin olusturdugu oldukg¢a biiyiik bir mikotoksin grubudur
(EFSA, 2014). 12 ve 13 no’lu C atomlar1 arasinda stabil bir epoksit grubu igeren
tetrasiklik halka sistemine ve C9-C10 arasinda bir olefinik ¢ift baga sahip olan
trikotesenler, diisiik molekiil agirlikli ve ugucu olmayan bilesiklerdir. Trikotesenler,
tetrasiklik halka sisteminin ikame edicilerine gore dort ana gruba (A, B, C, D)
ayrilmakta olup, dogada en yaygin olarak bulunanlar1 A ve B grubu trikotesenlerdir
(EFSA, 2011b; EFSA, 2017b). Cizelge 2.5°te trikotesen gruplarinda yer alan

mikotoksinler ve ayirt edici 6zellikleri yer almaktadir.
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Cizelge 2.5. Trikotesen gruplarinda yer alan mikotoksinler ve ayirt edici 6zellikleri
(Sudakin, 2003; Rocha ve ark., 2005; Petska, 2007)

Trikotesen —ruy otoksin Ayirt edici zellik
grubu
T-2 toksin, HT-2 toksin, i .
A diacetoxycirpenol (DAS), C-8 ppzwyonqnda ke.ton grup dlsta
. fonksiyonel bir grup icermemektedir
neosolaniol
B DON, NIV, FUS-X, C-8 pozisyonunda karbonil grubu
3-acetyl-DON, 15-acetyl-DON icermektedir
C Croticin ve baccharin C-7,8 veya C-9,10°da ikinci bir
epoksit grubu igermektedir
. A C-4 ve C-15 arasinda iki ester
D gatratoksin G, H, gl A, baglantisi olan makrosiklik halka

verrucarin A . . :
sistemi icermektedir

Trikotesenler genellikle Avrupa, Amerika ve Asya'nin iliman bdlgelerinde yetisen
tahillarda rastlanmaktadir (Petska ve Smolinski, 2005). Trikotesenler bugday, misir,
arpa, yulaf, piring ve c¢avdar gibi tahil {rlinlerinde bulunabildigi gibi, 1s1
stabilitelerinin yiiksek olmasi nedeniyle ekmek, makarna, biskiivi, kahvaltilik gevrek
gibi islem gormis tahil driinlerinde ve tahil bazli bebek mamalarinda da

rastlanilabilmektedir (Scudamore, 2008; EFSA, 2015).

Trikotesen grubu mikotoksinleri iireten baslica kiifler; F. graminearum, F.
sporotrichioides ve F. culmorum’dur. Trikotesen grubunda bulunan DON, 15-acetyl-
DON (15-Ac-DON) ve nivalenol (NIV)’iin yani sira trikotesen grubunda olmayan
fusarenon-X ve ZEA mikotoksinini sentezleyebilen F. graminearum’un minimum aw
gereksinimi 0,90 olup optimum olarak 24-26 °C arasinda gelisebilmektedir
(Sweeney ve Dobson, 1998). T-2 ve HT-2 toksinleri basta olmak iizere ZEA ve
cesitli A ve B tipi trikotesenleri iiretebilen F. sporotrichioides kiifii, maksimum
35 °C, minimum -2 °C sicakliklarinda gelisebilmektedir (Morgavi ve Riley, 2007). 0
°C’de gelisebilen ve psikrotrofik bir tiir olan (optimum gelisme sicakligr 21 °C) F.
culmorum, DON ve asetillenmis tiirevlerini (3-Asetil-DON (3-Ac-DON), 15-Ac-
DON) sentezlemektedir (Hope ve Magan, 2003).
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T-2 ve HT-2 toksin (A grubu) gesitli Fusarium tiirleri tarafindan tiretilmekte olup
baslica treticileri; F. poae, F. acumninatum, F. sporotrichoides ve F. equiseti’dir
(EFSA, 2017b). Bugday, musir, arpa, yulaf ve cgavdar basta olmak tlizere g¢esitli
tahillarda ve islenmis tahil tiriinlerinde (malt, bira ve ekmek) rastlanabilen T-2 toksin
genellikle HT-2 toksin ile bir arada bulunmaktadir (SCF, 2001). T-2 toksin ayrica
trikotesenler igerisinde en yiiksek toksik aktivite sahip olan mikotoksin olarak

bilinmektedir (Wang ve ark., 2013).

T-2 ve HT-2 toksini ilk olarak II. Diinya Savas1 sirasinda (1941-1947) eski Sovyetler
Birligi’nin Orenburg bolgesinde rastlanmis olup, insanlarda Alimentary Toxic
Aleukia” (ATA) etmeni olarak bilinmektedir. Savas nedeniyle hasat edilemeyen ve
kist kar altinda geciren misirlardan yapilan ekmeklerin tiiketilmesi sonucu,
insanlarda dermal nekrozis, hemoraji, 16kopeni, kemik iligi harabiyeti goriilmiis ve
6liim olaylar1 yasanmistir (SCF, 2001). T-2 toksinin DNA, RNA ve protein sentezini
inhibe ettigi, apoptosise ve bazi hiicre tiplerinde nekroze neden oldugu in vitro ve in
vivo kosullarda yapilan ¢alismalarla belirlenmistir. Hematotoksik ve immunotoksik
etki gosterdigi vurgulanan T-2 toksinin ayrica, lipit peroksidasyonunu indiikleyerek

membran yapisinin bozulmasina neden oldugu ileri siirilmektedir (SCF, 2001).

2.3. FUM

FUM, F. verticillioides (F. moniliforme) ve F. proliferatum basta olmak ftizere, F.
anthophilum, F. nygamai, F. napiforme, F. oxysporum ve F. dlamini gibi bir¢ok
Fusarium tiirti tarafindan tiretilen, misir ve tiriinleri basta olmak tizere ¢esitli tahil ve
tirtinlerinde bulunan yaygin bir mikotoksin grubudur (US-NTP, 1999; WHO-IPCS,
2000; Aric1 ve ark., 2002). F. verticillioides ve F. proliferatum tiirlerinin gelisim
araliklart minimum 2-5 °C maksimum 32-37 °C olmakla birlikte optimum 22,5—
27,5 °C olarak bilinmektedir. Toksin tiretimi i¢in ise optimum sicaklik araliginin 15—
30 °C oldugu belirtilmektedir. aw degeri, bu kiiflerin toksin {iretimi ve ayn1 zamanda
gelisimi i¢in onemli bir parametre olup, gelisimleri i¢in 0,90 aw, toksin iiretimleri igin
ise 0,93 aw ihtiya¢ duyduklart minimum degerlerdir (EFSA, 2005; Krska ve ark.,
2007).
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FUM, ilk olarak 1988’de Giiney Afrika’nin Transkei bolgesinde, yiiksek oranda
yemek borusu kanseri olan kisilerin yasadigi bir alanda ekili misirlardan elde edilen
F. verticillioides MRC 826 Kkiiltiirlerinden izole edilmistir (Ghiasian ve ark., 2005).
Yapilan ¢aligsmalarda, 28 adet FUM tiirevi tanimlanmis olup; A, B, C ve P olarak 4
farkli kategoriye ayrilmislardir. FUM’lar arasinda toksikolojik ve dogada rastlanma
siklig1 bakimindan en 6nemli grup B tipidir. B tipi FUM’larin baslicalar1, fumonisin
B: (FB1), fumonisin B2 (FB:), fumonisin Bz (FB3) ve fumonisin B4 (FBa4)’tir (EFSA,
2017a).

2.3.1. FUM’larin kimyasal yapisi ve 6zellikleri

FUM’lar, suda, metanol ve asetonitrilin sulu ¢dzeltilerinde ¢oziinebilen polar bir
bilesik olup, apolar ¢oziiciilerde ¢6ziinmemektedirler. FUM’larin temel yapisal
elemani, ikame ediciler olarak iki metil grubuyla bir C20 (ya da C19) uzun zincirli
aminopoliol’diir. Ek olarak, iki propan-1,2,3-trikarboksilik asit yan zincirleri,
aminopoliol omurgasinin Cl14 ve C15 pozisyonlarindaki hidroksi gruplarina
esterlenmektedir. FUM’larin en toksik ve en sik rastlanilan formu FBi’dir (2S-
amino-12S, 16R-dimetil-3S, 5R, 10R, 14S, 15R pentahidroksieiksan). FBi1’in
Chemical Abstracts Service (CAS) numarast 116355-83-0’dir. Farkli yapisal
ozelliklere bagl olarak B- serisi FUM’lar Sekil 2.1°de, A-, C- ve P- serisi FUM’lar
ise Sekil 2.2°de gosterilmistir (EFSA, 2017a).

0. OH

m
HO o R1 OH

Tricarballylic acid

(TCA)
FUM R Ra Kimyasal formiil CASnumarast  Molekiil agiuhigt
(g mol™)
FBy OH 0OH CayHseNOy 5 116355-83-0 721,838
FB; H OH C3HS9NOy 116355-84-1 705,839
FB; OH H C3HS9NO 136379-59-4 705,838
FBy H H C34H59N0y; 136379-60-7 689,840

Sekil 2.1. B grubu FUM’larin kimyasal yapilari
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Sekil 2.2. A grubu (FA1, FA2, FA3), C grubu (FCy, FC», FCs) ve P grubu (FP1, FP2,
FP3) FUM’larin kimyasal yapilari

FUM’lar 1s1] islemlere kars1 oldukga stabil bir yapiya sahiptirler. Diger yandan, ham
maddeye uygulanan 1s1l islem prosesinde sicakligin belirli degerleri asmasi
durumunda, tiriiniin FUM igeriginde azalmalar goriilebilmektedir (Castells ve ark.,
2005). Isil islem sonucu FUM konsantrasyonunda meydana gelen azalma toksinlerin
kimyasal yapisinda meydana gelen degisikliklerden kaynaklanmakta olup, islenmis
gidalarda 1s1l ve/veya kimyasal islemler sonucunda FUM’larin besinsel bilesenleri
(nisasta, protein ve seker) ile etkilesimi/reaksiyonu sonucu olusmus pek ¢ok FUM
tiirevi bulunmaktadir (Humpf ve Voss, 2004; Krska ve ark., 2007). Is1l islemin FUM
tizerine etkisini belirlemek amaciyla yapilan bir g¢alismada, 150 °C’yi asan
sicakliklarda toksin igeriginde azalma oldugu 220 °C’den sonra ise tamamen
pargalanmaya ugradigi goriilmiistiir (Scott, 1993). Bu konuda yapilan diger bir
calismada ise, musir Orneklerine uygulanan 125 °C ve daha disiik sicaklik
derecelerindeki islemlerde FUM kayb1 %25-30 civarinda iken, 175 °C ve iizeri
sicakliklarda kayip %90’ 1n lizerine ¢iktig1 belirlenmistir (Bullerman ve ark., 2002).
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FUM, gida isleme sirasinda ortamdaki bilesenlerle de reaksiyona girebilmekte olup,
indirgen sekerlerin sulu ¢ozeltileri ile 1sitildiklarinda FB1 miktarinin azaldigina dair
pek cok calisma bulunmaktadir (Humpf ve Voss, 2004; Jackson ve Jablonski, 2004).
Ekstriizyon prosesinin FB1 miktarin1 azalttigi goriilmistiir (EFSA, 2017a). Ayrica,
fermentasyonun FUM igeriginde Onemli bir azalmaya yol agtigi bildirilmektedir
(Mokoena ve ark., 2005; Chelule ve ark., 2010). Laktik asit bakterilerinden
kaynaklanan fermentasyonun FUM mekanizmasi tizerine etkisi heniiz agikliga

kavusturulamamistir (EFSA, 2017a).

FUM’larin misir tanesinde heterojen bir dagilim gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle
musir tanelerinin dis kisimlarinda FUM konsantrasyonunun, misir unu ve irmigi gibi

i¢ kisimlarin yogun olarak bulundugu iiriinlere goére daha yiiksek oldugu

bildirilmektedir (Castells ve ark., 2008).

2.3.2. FUM’larin saghk iizerine etkileri

FAO/WHO Gida Katki Maddeleri Ortak Uzman Komitesi (JECFA) tarafindan 2001,
2011 ve 2016 yillarinda yapilan kapsamli degerlendirmeler sonucunda FUM’larin
toksik aktivitesi degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler temel olarak FB1 verilerine
dayanmakta olup, B tipi diger FUM’larin da benzer toksikolojik etkilere sahip
oldugu belirtilmistir.

FBi1, birgok hayvan tiirinde diisik akut oral toksisiteye sahiptir (Eriksen ve
Alexander, 1998). FB1 agsisindan baglica hedef organlar hemen hemen tiim hayvan
tirlerinde, 6zellikle fare ve si¢anlarda, karaciger ve bobreklerdir (US-NTP, 1999).
FUM maruziyeti sonrasinda, kemirgenlerde hepatoksisite (karacigere karsi toksik
etki) ve renal toksisite, domuzlarda pulmoner 6dem (PPE) ve hidrotoraks, ayrica
atlarda da “equine leukoencephalomalacia (ELEM)” gibi etkiler goriilmektedir.
Domuzlarda PPE belirtilerinin 5 mg FB1 kg™ viicut agirlig1 (v.a) giin maruziyet
miktart 1ile gorildiigi belirtilmektedir. Sicanlardaki bobrek adenomlart ve
karsinomlar diger toksik etkilerden daha yiiksek dozlarda goriilmistiir (US-NTP,
1999; SCF, 2000). Hayvanlarda yapilan ¢aligmalar, FB1’in gelisme ve iireme {izerine
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toksikolojik bir etkisinin olmadigi yoniinde olup, FB1’in plasenta ve siite gecisinin ya
¢ok az ya da hi¢ olmadigimi gostermektedir. Diger yandan, insan plasentasinin
hayvan plasentalarindan ¢ok daha farkli bir yapiya sahip olmasi nedeniyle, FB1
gecisi olarak bazi embriyonik ve gelisime bagli etkilerin olabilecegi diistiniilmektedir

(Reddy ve ark., 1996, Penner ve ark., 1998).

FB:’in genotoksik, teratojenik ve mutajenik etkisi ile ilgili yeterli kanit
bulunmazken, kardiyovaskiiler toksisite, immunotoksik ve norotoksik etkileri

konusunda c¢esitli raporlar bulunmaktadir (SCF, 2000).

Hindistan’da, yiliksek diizeyde FUM igeren kiiflii misir ve sorgum tiiketiminden
kaynakli karin agrilari ve ishal vakalari bildirilmistir (Bhat ve ark., 1997).
Hamileligin ilk evrelerinde annenin asir1 miktarda FUM’a maruz kalmasi sonucu,
noral tiip defekti (dogumsal anormallik) riskinde artis olabilecegi one siiriillmektedir
(Missmer ve ark., 2006). Yiiksek miktarda FUM maruziyeti ile ¢ocuklarda bodurluk
arasinda da pozitif bir iliskinin bulundugu bildirmistir (IARC, 2015). Tanzanya’da
gerceklestirilen arastirmalarda, JECFA tarafindan FUM’lar i¢in belirlenmis olan
Gegici Maksimum Tolare Edilebilir Giinlik Alim Diizeyi (PMTDI) (2 pg kg™
v.a.)’nin lizerinde FUM’a maruz kalan bebeklerin diger bebeklere gore daha hafif ve

kisa oldugu vurgulanmistir (Kimanya ve ark., 2010; Shirima ve ark., 2015).

Giiney Afrika, Cin, Kuzeydogu Italya ve ABD’nin giineydogusunda yapilan
epidemiyolojik c¢aligmalar sonucunda, FUM ile kontamineli musir tiiketimi ve
0zofagus kanseri arasinda yliksek bir korelasyonun bulundugu belirlenmistir
(Chilaka ve ark., 2017). Ayrica, Cin’de yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda FB; ve
DON’a birlikte maruziyet durumunda sinerjitik etki sonucu insanlarda karaciger

kanseri olugum riskinin artabilecegi ileri siirtilmektedir (Ueno ve ark., 1997).

FB1’in sicanlarda hepatotoksik, nefrotoksik, hepatokarsinojenik etkiler gosterdigi
ispatlanmig olup, IARC tarafindan “grup 2B” olarak nitelendirilmistir. Buna karsin,
FB2’nin deney hayvanlarina kars1 karsinojenik etki gosterdigine dair yeterli kanit

bulunmamaktadir (IARC, 1993). JECFA tarafindan yapilan son degerlendirmede,
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FB1, FB2 ve FB3 icin PMTDI degeri, 2 pg kg? v.a. olarak belirlenmistir (JECFA,
2017).

2.4. DON

F. graminearum ve F. culmorum tarafindan iretilmekte olan DON, B tipi bir
trikotesendir. DON o6zellikle 1liman iklimlerde yetisen tahil ve tahil bazli iirtinlerde
(malt, bira, ekmek gibi) yaygin olarak rastlanilan mikotoksin tipidir (Marin ve ark.,
2013; Schatzmayr ve Streit, 2013). Tahillarda DON kontaminasyonu iklim kosullari,
sicaklik ve neme bagli olarak degisiklik gostermektedir. DON olusumu i¢in optimum
sicaklik araligi 21-29 °C ve >%20 nem degerleridir (EFSA, 2015). Indikatdr toksin
olarak da bilinen DON, tahil iiriinlerinde genellikle NIV ve ZEA ile birlikte
bulunmaktadir (Kushiro, 2008).

DON ve asetil tiirevleri olan 3-Ac-DON, 15-Ac-DON ve 3,15-asetil DON (3,15-Ac-
DON) bugday, arpa, yulaf, ¢avdar ve misir basta olmak {izere gesitli tahil ve tahil
bazli gida iriinlerinde birlikte bulunabilmektedir (EFSA, 2017b). 3-Ac-DON ve 15-
Ac-DON’un, DON ile kontamine olmus tahillarin %10-20’sinde birlikte bulundugu
saptanmistir. DON’un asetil tiirevleri, DON {ireticisi kiiflerin farkli suslar1 tarafindan
sentezlenebilmektedir (Gilbert ve ark., 2014). Diger yandan, DON’un asetil
tirevlerinin, ana bilesik olan DON’dan ¢ok daha diisiik miktarlarda sentezlendigi
belirtilmektedir (JECFA, 2011).

Mikotoksin iireticisi kiiflerle enfekte olan bitkiler, mikotoksinlerin kimyasal yapisini
kismen degistirerek ekstrakte edilebilir konjuge ve/veya ekstrakte edilemeyen bagh
mikotoksinlerin olusumuna yol agabilmektedir (Cirlini ve ark., 2012). Kimyasal
olarak degisiklige ugramis olan bu mikotoksinler, polarite ve kiitlelerinde meydana
gelen degisimler sonucunda rutin mikotoksin analizlerinde tespit edilemez hale
geldiklerinden “maskelenmis mikotoksinler” olarak adlandirilmaktadir (Gareis ve
ark., 1990). Ayrica, gida maddelerine uygulanan ¢esitli islemler (mekanik islemler,
1s1l iglem vb.) de serbest toksinin maskelenmesine ve bagli mikotoksinin agiga

¢ikmasina neden olabilmektedir (Maul ve ark., 2012).
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DON’un asil bitki metaboliti olan DON-3-glukozit (DON-3G) molekiili
maskelenmis mikotoksin olarak, bugday, misir, yulaf, arpa gibi tahillarda ve tahil
bazli iirtinlerde tespit edilmistir. Bugday ve misir numunelerinde bulunan DON-3G
konsantrasyonlar1 olduk¢a degiskenlik igermektedir. Berthiller ve ark. (2009; 2013)
yaptiklart  ¢alismalarda DON-3G miktarinin  DON’dan  yiiksek oldugunu
bildirmislerdir.

DON detoksifikasyonu bitkilerde ¢evresel ve genetik etmenlere bagli olarak farklilik
gostermektedir (Lemmens ve ark., 2016; Warth ve ark., 2016). Ayrica, DON-3G’in
insanlar ve hayvanlar tarafindan gastrointestinal kanalda DON’a metabolize edildigi

ve DON genel maruziyetine katkida bulunabilecegine dair endiseler bulunmaktadir

(Nagl ve ark., 2012; EFSA, 2013).

Tahil ve yem maddelerinde DON-3G, 3-Ac-DON ve 15-Ac-DON
konsantrasyonlarmm DON’a nispi oranlarinin sirasiyla %20, %10 ve %15 oldugu
belirtilirken, bira ve benzeri diisiik alkolli igeceklerde DON-3G miktarinin DON
miktarina nispi oraninin %80’e ¢ikabilecegi belirtilmektedir (EFSA, 2017b).

2.4.1. DON’un kimyasal yapisi1 ve ozellikleri

C8 pozisyonunda bir karbonil grubu ile karakterize edilen DON’un yaygin adi
trichothec-9-en-8-one,12,13-epoksi-3,7,15-trihidroksi-,3a,7a’dir. Chemical Abstracts
Service (CAS) numaras1 51481-10-8 olan DON’un molekiil formiilii ve molekiil
agirh@ sirastyla, C1sH2006 ve 296,32 g mol™’diir. DON igin maksimum ultraviyole
spektrum degeri 217 nm’dir (Krska ve ark., 2004). DON, su ve sulu metanol,
asetonitril ve etil asetat gibi baz1 polar organik ¢oziiciilerde ¢oziinmektedir (EFSA,
2004). DON-3G’nin yapisinda bir glizkozitin varligi ana toksine (DON) kiyasla
molekiiliin polaritesinde artisa neden olurken, 3-Ac-DON ve 15-Ac-DON’da bir
asetil grubunun varligt ana molekiile gore polaritede azalmaya yol agmaktadir
(Maresca, 2013). DON, asetil tiirevleri ve DON-3G’nin kimyasal yapilart Sekil

2.3’te gosterilmistir.
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R1 R2
DON -OH -OH
3-Ac-DON -OAc -OH
15-Ac-DON -OH -OAc
DON-3G -Ogluc -OH

Sekil 2.3. DON, asetil tiirevleri ve DON-3G’nin kimyasal yapisi

DON ve tiirevlerinin ¢ogunlukla hububat tanesinin dis govdesine baglanmasi
nedeniyle, tanelerin temizlenmesi, kabuk ayirma iglemi, kepek gibi tahil iiriinlerinde
bu toksinlerin miktarinda belirgin artiglara yol agmaktadir (EFSA, 2017b). DON da
diger mikotoksinler gibi 1s1l isleme kars1 stabil bir bilesik olup, gida proseslerinde

iriiniin nem igerigine de bagl olarak ancak kismi par¢alanmaya ugramaktadir.

2.4.2. DON’un saglik iizerine etkileri

DON, ilk olarak 1972 yilinda Japonya’da kesfedilmesinden sonra baglangicta RD-
toksin olarak isimlendirilmistir. Daha sonra F. graminearum ile kontamine olmus
misir Uriinlerinden izole edilen DON, domuzlarda kusma ile iliskilendirilerek
“vomitoksin” adini almistir. Hayvanlarin DON’a karsi akut ve kronik maruziyeti
cesitlilik gostermekle birlikte, en duyarli hayvan tiirlinlin domuzlar oldugu
bildirilmistir. Onu fare, sigcan, kiimes hayvanlari, gevig getiren hayvanlar, evcil

hayvanlar (kediler ve kdpekler) ve baliklar (somon) takip etmektedir (EFSA, 2013).

DON’a akut olarak yiiksek miktarda maruz kalan deney hayvanlarinda kusma, ishal,
16kositoz, kanama, dolagim soku ve nihayetinde Olim gorilebilmektedir. Disi

! oldugu

farelerde yapilan calismalarda akut LDso degerinin 78 mg kg v.a. giin
saptanmistir (Forsell ve ark., 1987). Kronik diisilk doz toksisitesi ise kilo kaybi
(anorexia), diisiik kilo alimi, besinsel emilim bozuklugu, néroendokrin degisiklikler
ve immiinolojik degisiklikler ile karakterize edilmektedir (Maresca, 2013). Sican ve
farelerde yapilan calismalarda, gebelik oncesi ve hamilelik sirasinda DON’a maruz

kalan hayvanlarda diisiik yem tiiketimi, kilo kaybi, canli fetiislerde azalma ve
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fetiislerde malformasyon gibi semptomlar goriildiigii rapor edilmistir (Petska ve

Smolinski, 2005).

Asya iilkelerinde goriilen vakalarda DON’a akut maruziyet sonrasi, insanlarda mide
bulantisi, kusma, diyare, bas ve karin agrisi, ates, halsizlik gibi belirtilere rastlanmis
olup, 6liim olayr rapor edilmemistir. Diger yandan, DON’un kronik maruziyet

sonrasi insanlarda gosterdigi olumsuz etkiler ile ilgili yeterli kanit bulunmamaktadir

(EFSA, 2017D).

DON’un teratojenik, mutajenik, hematotoksik ve miyelotoksik etki gdstermedigi
belirtilirken, genotoksik potansiyeli konusunda celiskili bilgiler bulunmaktadir
(EFSA, 2017b). Diger yandan, DON’un ribozomlara baglandigi, protein sentezi,
RNA ve DNA sentezlerinin inhibisyonuna neden oldugu belirtilmektedir (Rogers ve
Metcalf, 1983). Bu baglanmanin ayrica, ribotoksik strese neden oldugu ve farkl
mitojenle aktivite olan protein kinazlari (MAPK) aktivite ettigi bildirilmektedir.
MAPK ’larin aktivasyonun da, apoptosis, inflamatuar etki ve oksidatif stres gibi

¢esitli DON’un ¢esitli etkilerinden sorumlu oldugu belirtilmektedir.

DON’un tiirevleri ile kiyaslandiginda, 3-Ac-DON ve 15-Ac-DON ile benzer
inflamatuar ve anorektik etkiler gosterdigi, emetik agidan ise 3-Ac-DON’un 15-Ac-
DON ve DON’a kiyasla 6nemli olgiide daha diisiik toksisite gosterdigi gorilmiistiir.
Domuz ve insan bagirsak hiicrelerinde sitotoksik potansiyel sirasiyla, 15-Ac-DON,
DON ve 3-Ac-DON olarak belirlenmistir. DON-3G’nin ise, DON’a gore ¢ok daha az
toksik etki gosterdigi hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarla kanitlanmistir (EFSA,
2017D).

DON’un karsinojenitesi ile ilgili olarak, insanlara kars1 yetersiz kanit ve hayvanlara
kars1 yetersiz/sinirli kanit bulunmasi nedeniyle IARC tarafindan “Grup 3 (insanlara
karst karsinojenik olarak siniflandirilamaz)” olarak nitelendirilmistir (IARC, 1993).
JECFA 2001 yilinda DON i¢in PMTDI degerini 1 pg kg? v.a. olarak belirlemistir.
2010 yilinda yeniden yapilan degerlendirmede, 3-Ac-DON’un DON’a
doniistiigiinden ve toplam DON toksisitesine katki yaptigindan dolay1r JECFA bu
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PMTDI degerini (1 pg kg™ v.a.) DON ve onun tiirevleri i¢in genisletmistir (EFSA,
2015).

2.5. Yasal Diizenlemeler

Mikotoksinlerin kesfinden beri tiiketicileri mikotoksinlerin zararli etkisinden
korumak, ihra¢ edilen {irtinlerin geri donilisimiinii azaltmak ve ticarette sorun
yasanmasini engellemek amaciyla pek ¢ok gelismis/gelismekte olan lilkede cesitli
mikotoksinlerle ilgili maksimum limit (ML) degerleri belirlenmistir. ML degerlerinin
olusturulmasinda, mikotoksinin toksik etkisi, gidada bulunma miktari, gida tiiketim
diizeyi, analitik metot ve ekonomik faktorler gibi cok sayida parametre rol
oynamaktadir. Bu konuda ilk olarak, 1993 yilinda Avrupa Birligi (AB)’nde halk
saghigint korumak amaciyla spesifik kontaminantlar i¢in maksimum tolerans
limitlerinin olusturulmasi gerektigi karar1 “Council Regulation (EEC) No 315/93”
sayili tiiztiglinde verilmistir (Council Regulation, 1993). 2006 yilinda yayimlanan
AB “Commision Regulation (EC) No 1881/2006 sayili tiiziigiinde ise AFs, OTA,
FUM (FB1+FB2), DON, ZEA ve PAT ile ilgili ¢esitli gida maddelerinde
bulunmasina izin verilen ML degerleri belirlenmistir. Bununla birlikte, AB’nin
“Commission Regulation (EC) No 1126/2007 no’lu tebliginde misir ve misir bazl
trinlerde Fusarium toksinleri ile ilgili olarak ML degerleri giincellenmistir

(Commission Regulation, 2007).

AB’ye katilim miizakereleri siirecini yiiritmekte olan iilkemizde 29.11.2011
tarthinde 28157 sayili (3. Miikerrer) Resmi Gazetede yayimlanan “Tiirk Gida
Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi”’nde riskli gida maddelerindeki bulasanlarin
maksimum limitleri belirlenmistir (TGK, 2011). FUM ve DON i¢in TGK

Yonetmeligi’nde yer alan ML degerleri Cizelge 2.6’da verilmistir.



Cizelge 2.6. FUM ve DON’a ait ML degerleri (TGK, 2011)
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Mikotoksin Gida maddesi ML (ng/kg)
FB,+FB,
Islenmemis mustr (1slak dgiitiilecekler harig) 4000
Misir ve musir bazl iirlinler (dogrudan insan tiiketimine 1000
sunulan)
Mistr bazli kahvaltilik tahillar ve musir bazli gerezler 800
Islenmis musir bazli bebek ve kiigiik cocuk ek gidalar 200
FUM . . .
500 mikrondan biiyiik eleklerden gegirilerek iiretilen misirm
kabaca ogiitiilmesinden elde edilen kiigiik pargalar ve misir
irmigi veya musirdan elde edilen pelleter ve dogrudan insan 1400
tilketimine sunulmayan 500 mikrondan biiyiik eleklerden
gegirilerek tiretilen musir veya musir iirlinlerinin kabartilmasi
veya kavrulmast suretiyle elde edilen gida maddeleri
500 mikrondan kiigiik ve esit eleklerden gegirilerek iiretilen
musir unu ve dogrudan insan tilketimine sunulmayan 500
mikrondan kiigik ve esit eleklerden gegirilerek iiretilen 2000
musir veya musir Uriinlerinin kabartilmasi veya kavrulmasi
suretiyle elde edilen gida maddeleri
Islenmemis tahillar (durum bugdayt, yulaf ve musir harig) 1250
Islenmemis durum bugday1 ve yulaf 1750
Islenmemis misir (1slak dgiitiilecekler haric) 1750
Tahillar, tahil unlari, kepek ve rigseym (dogrudan insan
tilketimine sunulan) (misir unu, bebek ve kiigiik ¢ocuk ek 750
gidalari haric)
Makarna 750
Ekmek (hafif firncilik triinleri dahil), pastacilik trtinleri, 500
biskiivi, tahil gerezleri, kahvaltilik tahillar
DON
Bebek ve kiigiik cocuk ek gidalart 200
500 mikrondan biiyiik eleklerden gegirilerek iretilen misirm
kabaca ogiitiilmesinden elde edilen kiigiik pargalar ve musir
irmigi veya misirdan elde edilen pelletler ve dogrudan insan 750
tilketimine sunulmayan 500 mikrondan biiyiik eleklerden
gegirilerek iiretilen misir veya musir iirlinlerinin kabartilmasi
veya kavrulmasi suretiyle elde edilen gida maddeleri
500 mikrondan kiigiik ve esit eleklerden gegirilerek tiretilen
musir unu ve dogrudan insan tiiketimine sunulmayan 500
mikrondan kiigiik ve esit eleklerden gegirilerek {iretilen 1250

musir veya musir Uriinlerinin kabartilmasi veya kavrulmasi
suretiyle elde edilen gida maddeleri
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2.6. Tahil Bazh Ek Gida Formiilasyonlarinda FUM ve DON Kontaminasyonu
Tahil ve tahil bazli islenmis iiriinlerde FUM ve DON varligi/miktar1 konusunda
cesitli llkelerde yapilmis ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. 2008-2018 yillari

arasinda cesitli tahillarda FB1 varligi/miktarint tespit etmek amaciyla yapilan

arastirma sonuglar1 Cizelge 2.7’ de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.7. Bazi lilkelerde tahillarda saptanan FB1 varlig1 ve miktar1

o)
4 Ort.> (ug Min -Mak.°

Ulke Tahil (n)? Pozitif I 0 Metot Kaynak
srnek kg™) (ng kg™)

Cin Piring (29) 90 200 <LOD-500 HPLC Sun ve ark., 2011

Bugday (16) 81 200 <LOD-400

Mistr (108) 93 1318 <LOD-37 000
Giiney Afrika ~ Maisir (40) 70 331 <LOD-892 LC-MS/MS Chilaka ve ark., 2012
fran Bugday (82) 68 65 15-155 HPLC Chehri ve ark., 2010
Italya Bugday (40) 10 5 5-6 LC-MS/MS Alkadri ve ark., 2014
Kamerun Misir (40) 55 3684 37-24 225 HPLC Njobeh ve ark., 2010
Kore Piring 42 14 2-23 LC-MS/MS Kim ve ark., 2017

Misir 47 137 4-2 990

Sorgum 95 161 6-890

Darn 52 12 2-33

Karigik tahil 74 17 3-80

(507)
Mozambik Misir (26) 81 269 23-1343 LC-MS/MS Warth ve ark., 2012
Nijerya Misir (136) 65 541 32-8222 LC-MS/MS Chilaka ve ark., 2016

Sorgum (110) 8 64 45-78

Dari (87) 9 2333 74-18 172
Polonya Bugday (99) 5 42 40-150 HPLC Bryla ve ark., 2016
Sirbistan Misir (12) 100 1620 880-2 950 ELISA Krnjaja ve ark., 2013
Tiirkiye Misir (60) 18 500 125-830 HPLC Sahin, 2018

Bugday (60) 0 <LOD <LOD

Piring (25) 0 <LOD <LOD
Vietnam Misir (25) 28 1100 400-3 300 HPLC Trung ve ark., 2008

n: Analiz edilen 6rnek sayisi

®Ort.: Ortalama FB; miktar

°Min.—Mak.: En diigiik-En yiiksek FB; miktar1
dLOD: Tespit limiti
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Tahillar igerisinde FB1 acisindan en riskli iiriiniin misir oldugu Cizelge 2.7°nin
incelenmesiyle de goriilebilmektedir. Farkli cografik bolgelerde yetistirilen
misirlarda FB1 kontaminasyonun %18’den %100’e varan oranlarda oldugu
goriilmiistiir. Kontamineli misir tanelerinde FB1 miktar1 4-37 000 pg kg™ arasinda

degisiklik gostermistir.

Tahil ve tahil bazli islenmis iiriinlerde DON kontaminasyonu ile ilgili ¢alismalar
FBi’e gore daha fazla sayida gerceklestirilmistir. Cizelge 2.8’de 2008-2018 yillar
arasinda tahillarda DON kontaminasyonunu belirlemek amaciyla gergeklestirilen

arastirma sonuglari 6zetlenmistir.

Cizelge 2.8. Baz iilkelerde tahillarda saptanan DON varlig1 ve miktar1

% ort? Min.—-Mak.*
Ulke Tahil (n)? Pozitif  (ng ( K 1) : Metot Kaynak
ornek kgl ng kg
Avusturya Misir (54) 100 750 42-3 680 LC- Berthiller ve ark., 2009
Bugday (23) 100 1500 203-4 130 MS/MS
Brezilya Bugday (113) 66 1895 206-4 732 ELISA Santos ve ark., 2013
Cek Arpa (498) 2 379 3770 ELISA Polisenska ve ark., 2008
Cumhuriyeti  Bugday (345) 4 203 4590
Cin Bugday (56) 89 1962 259-4 975 HPLC Cui ve ark., 2013
Fas Bugday (81) 11 502 65-1 310 HPLC Ennouari ve ark., 2013
Finlandiya Arpa (34) 82 234 1180 LC- Nathanail ve ark., 2015
Yulaf (31) 100 2690 23800 MS/MS
Bugday(30) 97 866 5510
Hindistan Misir (50) 40 910 70-4 730 HPLC Mishra ve ark., 2013
Bugday (25) 24 450 10-1 070
Arpa (25) 16 210 30-530
fran Bugday (96) 83 631 23-1270 ELISA Darsanaki ve ark., 2015
italya Durum bugdayi (74) 16 75 48-2 267 LC- Juan ve ark., 2016
MS/MS
italya/ Italyan bugday: (47) 60 172 13-1230 LC- Alkadri ve ark., 2014
Suriye Suriye bugday1 (40) 23 102 9-550 MS/MS
Kanada Misir (86) 84 1400 170-2 630 GC-MS Tran ve ark., 2012
Kamerun Misir (40) 73 59 18-273 HPLC Njobeh ve ark., 2010

Kenya Bugday (82) 68 128 105-303 ELISA Muthomi ve ark., 2008
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Cizelge 2.8 (Devam). Baz iilkelerde tahillarda saptanan DON varlig1 ve miktari

% Ortp

in —| 4
Ulke Tahil (n)? Pozitif (ng ?/Iml'( lXI)ak. Metot Kaynak
drnek kg?1) ng ke
Kore Piring 7 6 6-12 LC- Kim ve ark., 2017
Misir 13 180 17-1 405 MS/MS
Sorgum 70 64 18-257
Dart 25 47 12-212
Karigik tahil (507) 19 42 15-142
Kore Bugday (92) 83 42 242 HPLC Ok ve ark., 2011
Arpa (39) 56 24 40
Misir (25) 96 114 492
Piring (124) 22 22 30
Kore Piring (151) 25 260 54-1 355 HPLC Lee ve ark., 2011
Kore Piring (199) 16 21 4-128 HPLC Ok ve ark., 2009
Bugday (41) 59 56 14-354
Arpa (70) 54 17 4-37
Macaristan Masir (29) 86 1872 225-2 963 ELISA Tima ve ark., 2016
Bugday (29) 72 478 230-1 880
Arpa (29) 48 339 240-429
Yulaf (29) 27 272 222-359
Sirbistan Misir (12) 100 128 41-226 ELISA Krnjaja ve ark., 2013
Sirbistan Bugday (59) 35 295 57-1 840 HPLC Jajic ve ark., 2008
Mistr (226) 32 145 27-2 460
Slovakya Bugday (189) 85 368 20-2 652 HPLC Lacko-Bartosova ve ark.,
2017
Slovakya Bugday (299) 7 620 120-7 880 ELISA Slikova ve ark., 2013
Tiirkiye Bugday (60) 7 310 158-653 HPLC Sahin, 2018
Misir (60) 0 <LOD? <LOD
Piring (25) 4 106 106

n: Analiz edilen 6rnek sayisi

®Ort.: Ortalama DON miktari

‘Min.-Mak.: En diisiik-En yiiksek DON miktari

dLOD: Tespit limiti

DON varligi ve miktari, iklim kosullari, tahil ¢esidi ve analiz yontemine bagli olarak
cesitli tahillarda farkliliklar gostermistir. Bugdayin DON kontaminasyonu agisindan
yiiksek risk tagidig1 Cizelge 2.8’in incelenmesiyle de goriilebilmektedir. Diinyanin
farkl1  ilkelerinde  gergeklestirilen  arastirmalarda  bugdaylardaki ~ DON
kontaminasyonu varligmin %3,5-100, miktarmn ise 23 800 pg kg™ gibi oldukca

yiiksek seviyelere kadar yiikselebildigi tespit edilmistir.

Ek gidalarin bilesimine bugday ve misir basta olmak iizere yulaf, piring, ¢avdar gibi
cesitli tahillar yiliksek oranda girmektedir. Bagisiklik sistemi nispeten zayif olan

bebek ve kiigiik ¢ocuklarin diyetinde 6nemli bir yer tutan ek gidalarin iiretiminde
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kullanilan tahillarin Fusarium toksinleri ve diger kimyasal tehlikeleri igermemesi

gida giivenilirligi agisindan biiyiik onem tasimaktadir.

Tahil bazli bebek ve cocuk ek gida formiillerinde FUM ve DON varligt ve miktari
konusunda iilkemizde yapilmis herhangi bir g¢aligmaya rastlanmamistir. Diger
yandan, tahil bazli ek gida formiilasyonlarinda FUM/DON kontaminasyonu ile ilgili
gelismis/az  gelismis  iilkelerde  gergeklestirilmis 20 civarinda arastirma
bulunmaktadir. Tahil bazli ek gida formiilasyonlarinda saptanan FUM/DON varligi

ve miktar1 Cizelge 2.9°da 6zetlenmistir.

Cizelge 2.9. Tahil bazli ek gida formiilasyonlarinda FUM/DON varlig1 ve miktari

Ulke Tahil bazh Mikotoksin % ort.° Min—-Mak.® Metot Kaynak
bebek ve ¢ocuk Pozitif (g (ng kg?)
ek gidasi (n)? Ornek  Kkg?)

ABD Tahil bazl DON 65 - 34-258 LC- Zhang ve ark,
bebek ve ¢cocuk FUM <1 336 336 MS/MS 2018
ek gidasi (147)

ABD Tahil bazli DON 66 - 1,4-147 UHPLC Al-Taher ve
bebek ve gocuk FB; 15 6,2 6,2 ark., 2017
ek gidasi (64)

ABD Arpa bazl DON 91 63 15-224 HPLC Dombrink-
bebek ve ¢ocuk Kurtzman ve
ek gidasi (11) ark., 2010
Yulaf ezmeli 44 13 10-19
bebek ve ¢cocuk
ek gidasi (18)
Karisik tahill 65 35 12-106
bebek ve ¢cocuk
ek gidasi (23)

Almanya Tahil bazl DON 60 - 15-314 HPLC Schollenberger
bebek ve ¢cocuk 3-Ac-DON 4 11 11 ve ark., 1999
ek gidasi (25)

Almanya Mistir bazlt FUM 0 <LOD? <LOD HPLC Usleber and
bebek ve ¢cocuk Martlbauer,
ek gidasi (100) 1998

Burkina Faso ~ Tahil bazli FUM 15 30 0-673 HPLC Ware ve ark.,
bebek ve ¢cocuk 2017
ek gidasi (199)

Cek Tahil bazlh DON 15 - 19-134 LC/MS -  Kostelanska ve

Cumhuriyeti bebek ve gocuk  DON-3G 15 - 10-81 MS ark., 2010
ek gidasi (21) FUM - 30 -

Fas Tahil bazli FUM 10 2,7 2,331 LC- Mahnine ve
bebek ve gocuk MS/MS ark., 2012

ek gidasi (20)
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Cizelge 2.9 (Devam). Tahil bazli ek gida formiilasyonlarinda FUM/DON varlig1 ve

miktari

Ulke Tahil bazh Mikotoksin % ortrb Min.—Mak. Metot Kaynak
bebek ve cocuk Pozitif  (ng (ng kg?)
ek gidasi (n)? Ornek  kg?h

Ispanya Tahil bazli DON 26 - 70-210 LC-MS/MS  Rubert ve ark.,
bebek ve cocuk FB, 8,5 — 75-100 2012
ek gidas1 (35) FB, 29 75 75

Ispanya Misir bazli FB, 4 16 16 LC/MS-MS  D’Arco ve ark.,
bebek ve ¢ocuk FB, 4 9,2 9,2 2008
ek gidasi (27) FB; 4 58 58

italya Tahil bazli DON 76 103 - LC-MS/MS  Juan ve ark.,
bebek ve gocuk 2014
ek gidasi (25)

italya Tahil bazli FB; 0 <LOD <LOD LC-MS Cirillo ve ark.,
bebek ve ¢cocuk FB, 0 <LOD <LOD 2003
ek gidasi (12) DON 62 35 7-166 GC

Kanada Tahil bazli FUM 30 - 10-44 HPLC Lombaert ve ark.,
bebek ve cocuk 2003
ek gidasi (142)
Tahil bazli DON 63 - 52-260
bebek ve cocuk
ek gidasi (237)

Katar Tahil bazli DON 27 — - LC-MS/MS  Hassan ve ark.,
bebek ve ¢ocuk FB, 10 _ _ 2018
ek gidas1 (67)

Nijerya Tahil bazli DON 12 29 27-31 LC-MS/MS  Ojuri ve ark.,
bebek ve cocuk 2018
ek gidasi (17)

Nijerya Tahil bazli FB: 98 - 1,08-6,43 TLC Adebayo-Tayo ve
bebek ve cocuk ark., 2012
ek gidasi FB, 20 - 0,28-0,44

Portekiz Tahil bazli DON 44 161 29-271 GC-MS Pereira ve ark.,
bebek ve cocuk 15-Ac-DON 11 31 31 2015

ek gidasi (9)
n: Analiz edilen 6rnek sayisi
®Qrt.: Ortalama FUM/DON miktar
‘Min.—Mak.: En diisiik-En yiiksek FUM/DON miktari
dLOD: Tespit limiti

Cizelge 2.9’un incelenmesiyle de goriilebilecegi gibi tahil bazli ek gida
formiilasyonlarinda FUM/DON kontaminasyonu ve miktar1 c¢aligmalar arasinda
biiyiik degiskenlik gdstermistir. Almanya ve Italya’da tiiketime sunulan tahil bazl
bebek ve c¢ocuk ek gida formiilasyonlarinda FUM’a rastlanmazken, Nijerya’da
yapilan bir calismada, 6rneklerin %98’inde FB1, %20’sinde FB> tespit edilmistir. FB1
ve FB, miktarlar1 sirasiyla 1,08-6,43 ng kg' ve 0,28-0,44 pg kg’ arasinda
degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Arastirmacilar, FB1/FB2 kontamineli ek gida

formiili  tiiketen bebek/kiiciik ¢ocuklarmm hafif toksikolojik riske maruz
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kalabilecegini, kontamineli diger gida kaynaklar ile birlikte diisiiniildiigiinde ise bu
durumun 6nemli bir risk olusturabilecegini vurgulamislardir (Adebayo-Tayo ve ark.,
2012).

Farkli iilkelerde gerceklestirilen caligsmalarda, tahil bazli ek gida formiilasyonlarinda
DON kontaminasyonu varligimin  %]15-91 arasinda degisiklik  gosterdigi
belirlenmistir. Almanya’da tiiketime sunulan tahil bazli bebek ve ¢ocuk ek gida
formiillerinde DON miktarinin 314 pg kg'’a varan konsantrasyonlarda oldugu
saptanmistir. Arastirmacilar ayrica, analiz ettikleri bebek gidalarinin birinde 3-Ac-
DON (11 pg kg?t) ve HT-2 toksin (12 pug kg?) saptamuslardir (Schollenberger ve
ark., 1999).

2.7. Mikotoksin Analiz Yontemleri
Gida ve yem maddelerinde mikotoksin analizleri, uygun bir 6rnek alim planinin
uygulanmasi, 6rnegin homojenize edildikten sonra genellikle sulu organik ¢oziiciiler

kullanilarak toksinin gida matriksinden ekstraksiyonu, ekstraktin saflastirilmasi ve

son olarak tespit ve kantitatif tayini iceren ¢ok adimli bir islemdir (Sekil 2.4).

Ornek Alma
&H o

5 Ekstraksiyon

d

Saflastirma

Analiz

Sekil 2.4. Mikotoksin analiz agsamalari
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Mikotoksinlerin gida maddelerinde heterojen dagilim gostermesi nedeniyle, 6rnek
alma, ogiitme ve homojenizasyon basamaklari gilivenilir analitik sonuglar elde
etmede biiyilk Onem tasimaktadir. Mikotoksin analizlerinde ikinci asamay1
ekstraksiyon ve ekstrakt temizleme iglemleri olusturmaktadir. Bu asamada, sivi-sivi
ekstraksiyonu, kati faz ekstraksiyonu, siiperkritik akiskan ekstraksiyonu, jel
gecirgenlik kromatografisi ve ekstrakt temizleme amaciyla immunoaffinite kolon

(IAC) kullanim1 yaygindir (Koppen ve ark., 2010).

Mikotoksinlerin Kkalitatif/kantitatif tespitinde; ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz
kromatografisi (GC), yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), gaz
kromatografisi-kiitle ~ spektrometresi ~ (GC-MS), sivi  kromatografisi-kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS), enzim baglanmis immunosorbent yontemi (ELISA),
biyosensorler ve immunojik temele dayanan kalitatif ve/veya yar1 kantitatif hizli test

yontemleri kullanilmaktadir (Gilbert ve Anklam, 2002).

Son yillarda, ozellikle ¢oklu mikotoksinlerin ayni1 anda kalitatif ve kantitatif
tayininde LC-MS/MS sistemi kullanilmaya baglanmistir. Kiitle spektrumu, analitlerin
kolayca hareket edebilen iyonlara doniistiiriilmesi ve bu iyonlarin kiitle/yiik oranina
gore siralanmasiyla elde edilmektedir. Diger yandan, yatirnm maliyetinin yiiksek
olmast ve yliksek teknik donanima sahip personele gereksinim duyulmasi bu
yontemin kullanimini sinirlandiran faktorler arasinda yer almaktadir (Kim ve ark.,

2017).

HPLC yontemi ise gida ve yem maddelerinde bulunabilecek FUM, DON ve diger
mikotoksin tiirlerinin kalitatif/kantitatif tayininde diinyada kullanilan en yaygin
yontem olarak one c¢ikmaktadir. HPLC yontemi, adsorban ile doldurulmus bir
kolondan ayrilmasi istenen numune karigimini igeren matriksin yiiksek basing altinda

gecirilmesi prensibine dayanmaktadir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. HPLC analizi akis semasi

HPLC ile mikotoksin analizlerinde {izerinde durulmasi gereken en Onemli
faktorlerden birisi, mikotoksin—dedektor iliskisidir. DON analizinde PDA (photo
diode array)/UV dedektér, FUM tespitinde ise floresan dedektér (FLD)

kullanilmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Gida 6rnekleri

Arastirma kapsaminda, 75 adet bebek ve ¢ocuk ek gida formiilasyonu FUM (FB1 ve
FB2) ve DON varligi/miktar1 yoniinden degerlendirilmistir. Gida drnekleri, Temmuz-
Ekim 2018 tarihleri arasinda Corum ve Istanbul illerinde bulunan cesitli market ve
satis noktalarindan AB Komisyonunca belirlenen numune alma prosediiriine gore
temin edilerek, Hitit Universitesi Gida Miihendisligi Boliim Laboratuvarina

getirilerek 4+1 °C’de muhafaza edilmistir.

Resim 3.1. Bebek ve ¢ocuk ek gida formiilii 6rnekleri

3.1.2. Kimyasal maddeler

Arastirmada kullanilan kimyasal maddeler ve malzemeler Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, ABD), Merck (Darmstadt, Almanya) ve VWR International (Leuven, Belgika)
firmasindan temin edilmistir. Arastirmanin ¢esitli asamalarinda kullanilan metanol ve

asetonitril ¢ozeltileri HPLC safligindadir. Analizin tiim analitik asamalarinda
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Millipore Direct-Q3 (Millipore, Molsheim, Fransa) tarafindan iiretilen ultra saf su

kullanilmustir.

FUM analizinde kullanilan OPA ¢ozeltisi hazirliginda, 40 mg o-phthaldialdehyde
maddesi 1 ml metanol igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve 5 ml 0,1 M NaxB4O7 ¢ozeltisi ile
seyreltilmistir. Karisima son olarak 50 pl 2-mercaptoethanol ilave edilerek tiip

karistiricida karistirilmastir.

3.13. 1AC

Ekstrakt temizleme asamasinda FUM ve DON mikotoksinlerine karsi spesifik
antikorlar iceren FumoniStar™ ve DONStar® (Romer Labs Diagnostic GmbH, Tulln,

Avusturya) IAC’lar1 kullanilmustir.

3.1.4. FUM standartlar:

Arastirmada Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen F. moniliforme kiifiinden
tretilmis FB:1 ve FB; standartlart (Steinheim, Germany) kullanilmistir. FUM
standartlart 1 mg olarak kristal formda temin edilmistir. FB1 ve FB: standartlari
metanol kullamlarak seyreltilmis ve birinci diizey stok standartlar1 (200 ug ml™)
hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisi ve metot performansin1 degerlendirmek amaciyla
kullanilan standart ¢ozeltiler, bu birinci diizey stok standart ¢ozeltileri kullanilarak

gerceklestirilmistir.

3.1.5. DON standardi

DON standardi Sigma-Aldrich firmasindan kristal formda (1 mg) temin edilmistir
(Steinheim, Germany). Standart, metanol kullanilarak seyreltilmis ve birinci diizey
stok standardi (200 pg ml? DON) hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisi ve metot
performansin1 degerlendirmek amaciyla kullanilan standart ¢ozeltiler, bu birinci

diizey stok standart ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmistir.



35

3.2. Yontem

3.2.1. FUM analizi

3.2.1.1. FUM ekstraksiyonu

Tahil bazli ek gida formiilii 6rnekleri (10 g), 2,5 g NaCl ve 200 ml ekstraksiyon
¢ozeltisi (asetonitril:metanol:su, 25:25:50, v/v/v) ile Waring Blender’da (3 dk)
homojenize edilmistir. Ekstraktlar Whatman kaba filtre kagidindan siiziilmiistiir.
Elde edilen filtrattan 20 ml alinarak 40 ml fosfat tamponu (PBS) ile seyreltilmis ve
1,6 um gozenek c¢apina sahip cam mikrofiber filtreden gegirilmistir. Stiziintiiniin 20
ml’si FUM’lara kars1 spesifik antikorlar igeren IAC’den gegirildikten (akis hiz1 2-3
ml/dk) sonra, kolonlar 2 defa 10 ml ultra saf su kullanilarak yikanmis ve hava ile
kurutulmustur. Spesifik antikorlara bagli halde bulunan olast FUM’lar kolondan
1000 pl (2x500 pl) metanol gegirilerek 2 ml kapasiteli HPLC viallerine alinmis ve

analiz edilinceye kadar +4+1 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1.2. HPLC- FLD analizi

Orneklerde kalitatif/kantitatif FUM tespitinde floresan dedektorlii (FLD) Shimadzu
marka (RF-20AXL model) HPLC sistemi kullanilmistir (Resim 3.2). Bu sistemde;
LC20- AD izokratik pompa finitesi, online vakum degaser (DGU-20A3), FLD (RF-
20AXL), otomatik enjeksiyon {initesi (SIL-20AHT), kolon firim1 (CTO-20A) ve
sistem kontrol {initesi (CBM-20 Alite) yer almaktadir.
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Resim 3.2. FUM analizinde kullanilan HPLC cihazi
HPLC cihaz kullanarak kalitatif ve kantitatif FUM tespitinde uygulanacak analiz
metodu, 2001.04 Resmi yontemi ve R-Biopharm yonteminden yararlanilarak Cizelge

3.1°de belirtilen sekilde olusturulmustur.

Cizelge 3.1. FUM analizinde uygulanan kromatografik kosullar

Parametre Kromatografik kosullar

Dedektor FLD, excitation (tahrik dalga boyu): 335 nm; emission
(yayim dalga boyu): 440 nm

Kolon ODS-3 (150x4,6 mm, 5 pm, inertsil®, GL Sciences Inc.,
Tokyo, Japonya)

Kolon sicakligi 40 °C

Hareketli faz Izokratik, Metanol-0.1 M NaH,PO4 (77:23, v:v)

Hareketli faz akis hizi 1 ml dk®
Enjeksiyon miktart 100 pl
Analiz stiresi 18 dk

FUM analizinde hareketli fazin pH degeri HsPO4 kullanilarak 3,35’e ayarlanmistir.
Analizde ayrica tiirevlendirme amaciyla OPA c¢ozeltisi kullanilmistir.  FUM

standartlarindan veya Orneklerden 200 pl alinip, 200 pl OPA ¢ozeltisi ile
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karigtirildiktan sonra 2-3 dk igerisinde HPLC’ye enjeksiyonun gerceklestirilmesi

saglanmistir.

3.2.2. DON analizi

3.2.2.1. DON ekstraksiyonu

10 g 6rnek 200 ml ultra saf su ile Waring Blender’da (3 dk) homojenize edilmis ve
Whatman kaba filtre kagidindan siiziilmiistiir. Elde edilen filtrattan 10 ml alinarak 30
ml ultra saf su ile seyreltilmis ve cam mikrofiber filtreden gegirilmistir. Siiziintiiniin
tamam1 DON’a kars1 spesifik antikorlar iceren IAC’den gecirildikten sonra kolonlar
yikanmis ve kurutulmugtur. Spesifik antikorlara bagli halde bulunan olast DON,
kolondan 1000 ul (2x500 pl) metanol gegirilerek HPLC viallerine alinmis ve analiz
edilinceye kadar +4+1 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.2. HPLC-PDA analizi

Orneklerde kalitatif/kantitatif DON tespitinde photo diode array (PDA) dedektorlii
Shimadzu marka HPLC sistemi kullanilmistir (Resim 3.3). Bu sistemde yer alan
tiniteler; LC20-AD pompa iinitesi, online vakum degaser (DGU-20A5R), PDA
dedektor (SPD-M20A), otomatik enjektor tinitesi (SIL-20AHT), kolon firin1 (CTO-
10 AS VP) ve sistem kontrol tinitesidir.

Resim 3.3. DON analizinde kullanilan HPLC cihaz1
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HPLC cihaz1 kullanilarak &rneklere uygulanacak DON tespitinde kullanilan
kromatografik kosullar Cizelge 3.2’de belirtilmistir:

Cizelge 3.2. DON analizinde uygulanan kromatografik kosullar

Parametre Kromatografik kosullar

Dedektor PDA, dalga boyu: 219 nm

Kolon ODS-3 (150x4,6 mm, 5 um, inertsil®, GL Sciences Inc.,
Tokyo, Japonya)

Kolon sicakligi 40 °C

Hareketli faz [zokratik, su-metanol (85:15, v/v)

Hareketli faz akis hizi 1 ml dk?®
Enjeksiyon miktar: 100 pl
Analiz siiresi 30 dk

3.2.3. Metot validasyonu

FUM ve DON analizlerinde metot validasyonu amaciyla lineer 6l¢iim araligi
(dogrusallik/¢alisma aralig), tespit limiti (LOD), dl¢tim limiti (LOQ), geri kazanim

ve tekrarlanabilirlik ¢aligsmalar yiiriitilmiistiir.

Kalibrasyon egrilerinin olusturulmast amaciyla 5 farkli konsantrasyonda FB; (25, 50,
100, 1250 ve 2500 pg 1Y), FB2 (25, 50, 100, 1250 ve 2500 ug 1Y) ve DON standart
¢ozeltileri (100, 200, 500, 1000 ve 2000 pg 1'1) ile farkli HPLC cihazlarina 3’er
enjeksiyon gerceklestirilmis ve pik alanlarina gore her bir toksin i¢in 5 farkh

noktadan olusan kalibrasyon (dogrusallik) egrisi ve lineer esitlik olusturulmustur.

FB:, FB> ve DON’un LOD ve LOQ degerleri geri kazanim c¢alismalariyla
belirlenmistir. Bu amagla; FB1, FB2 ve DON igermedigi tespit edilen tahil bazli ek
gida formiilasyonu drneklerine FB1 (100 ug kgt), FB2 (100 pg kg™) ve DON (100 pg
kg™) standart ¢ozeltileri ayr1 ayr ilave edilmis ve geri kazanim calismalar1 (n=8)
gerceklestirilmistir.  Metodun uygulanmasiyla elde edilen sonuglarin standart
sapmasinin (SD) 3 kati alinarak LOD degeri, 10 kat1 alinarak da LOQ degeri

bulunmustur.
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Geri kazanim ¢alismasi i¢in, FB1, FB2 ve DON icermedigi tespit edilen tahil bazli ek
gida formiilasyonu 6rneklerine AB ve TGK’da yer alan ML miktarlarinda FUM (200
ug kg) ve DON (200 pg kg™) standart ¢ozeltileri ilave edilmis ve toksinlerin gida
matriksine adsorbe olmasi igin bir gece beklenmistir (n=5). Kontamine edilmis
ornekler 3.2.1 ve 3.2.2°de belirtildigi sekildle FUM ve DON analizlerine tabi
tutulmustur. FBi, FB> ve DON toksinlerinin geri kazanim degerleri Es. 3.1
kullanilarak hesaplanmustir.

Standart eklenmig 6rnek analiz sonucu (ug/kg)

Geri kazamm = x 100 (3.1)
Eklenen standart miktart (ug/kg)

FBi1, FB2 ve DON analizlerinin tekrarlanabilirlik degerleri ise geri kazanim

calismalarinin yiizde bagil standart sapmasi (% RSD) olarak hesaplanmustir.

3.2.4. Maruz kalma diizeyi hesaplamasi

6-12 aylik bebek ve 1-3 yas araligindaki ¢ocuklarin tahil bazli ek gida formiilasyonu
tiketimi yoluyla FUM ve DON’a maruz kalma diizeyleri Es. 3.2 kullanilarak

hesaplanmustir.

Toksin miktar: (ug/kg) x Tiiketim miktar: (kg/giin)
Maruz kalinan miktar = (3.2)
Viicut agrligi (kQ)

Yas gruplarina gore tahil bazli ek gida formiilasyonlarinin tiiketim miktarlari, Bebek
ve Cocuk Beslenme Kilavuzu’nda (Anonim, 2019) yer alan tavsiye limitlerine gore
belirlenmistir. Buna gore, giinliik ortalama tiikketim miktar1 6-12 aylik bebek ve 1-3
yas araligindaki ¢ocuklar i¢in 50 g olarak tavsiye edilmektedir.

Maruz kalma diizeyi hesaplamasinda viicut agirlig1 degerleri 6-12 aylik bebekler igin
8,8 kg, 1-3 yas araligindaki ¢ocuklar i¢in ise 12 kg alinmistir (EFSA, 2012). FUM ve
DON’a maruz kalma miktarlarinin hesaplanmasinda tespit edilemeyen numuneler

icin alt sinir degeri “0”, iist sinir degeri ise “LOD” olarak alinmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Metot Performansinin Degerlendirilmesi

Tahil bazli bebek ve c¢ocuk ek gida formiilasyonlarinda FUM ve DON
varligini/miktarin1 belirlemek amaciyla gerceklestirilen bu arastirmada, oncelikle
kullanilan analiz yonteminin performansi degerlendirilmistir. Bu amagla, lineer
Olcim araligi, LOD, LOQ, geri alma ve tekrarlanabilirlik c¢alismalari
gerceklestirilmistir. FUM ve DON igin elde edilen lineerite verileri Cizelge 4.1°de

Ozetlenmistir.
Cizelge 4.1. FUM ve DON i¢in lineerite verileri
Toksin Lineerite aralig (ng 1'% Lineerite esitligi R?
FB: 25-2 500 y=9639,7x+321490 0,99919
FB: 25-2 500 y=5395,4x+267929 0,99925
DON 100-2 000 y=352,36x—-2028,5 0,99958

Kalibrasyon egrisi olusturmak amaciyla HPLC cihazina enjekte edilen FB1 ve FB2
standartlarina (500 pg I*) ait HPLC kromatogrami Sekil 4.1°de yer almaktadur.
Alikonma zamanlarinda sicakliga bagh olarak bazi kaymalar yasanmakla birlikte FB1
icin yaklastk 7. dk, FB2 i¢in ise 12,5. dk olarak bulunmustur. HPLC
kromatogramlarinda FUM’un alikonma zamaninda herhangi bir yabanci pik olusumu

goriilmemistir.

mv
Detector A:Ex:335nm,Em:440nm

500

250

Sekil 4.1. HPLC kromatogrami (FB1: 500 pg 17, FB2: 500 pg 1)
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HPLC cihazina enjekte edilen FB1 ve FB; standartlarina karsilik gelen pik alanlarina
gore 5 farkli noktadan olusan kalibrasyon egrileri sirasiyla Sekil 4.2 ve 4.3’te
verilmistir. FB1 ve FBy’ye ait kalibrasyon egrisinin R? (verilen veri noktalar1 boyunca
Pearson c¢arpim moment korelasyon katsayisinin karesi) degerleri >0,99 olarak
bulunmus olup, metot validasyonu calismalar1 i¢in kabul edilebilir olarak
goriilmiistiir. Arastirma kapsaminda incelenen tahil bazli bebek ve ¢ocuk ek gida
formiilasyonlarinda FB1 ve FB2 miktarlarinin hesaplanmasinda y=9639,7x+321490
ve y=5395,4x+267929 lineerite denklemleri kullanilmustir.

30000000
25000000 - y=9639,7x+ 321490
R?=0,99919
20000000 -~
£
(1]
‘m
-
‘g 15000000 -
8]
-
-9
T
10000000 -
5000000 -+
0 T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
FB, miktari (pg I')
Sekil 4.2. FB1 i¢in kalibrasyon egrisi
16000000
14000000 y =5395,4x+ 267929
R?=0,99925
12000000 -
g 10000000 -
©
-
‘& 8000000
)
E
I 6000000 -
4000000
2000000
0 T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

FB, miktari (pg I't)

Sekil 4.3. FB: i¢in kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.4’te ise kalibrasyon egrisi olusturmak amactyla HPLC cihazina enjekte edilen
DON standardma (1000 pg 1) ait HPLC kromatogrami yer almaktadir. DON’un
alikonma zamani yaklasitk 23. dk olarak belirlenmistir. DON’a ait HPLC
kromatogramlarinda toksinin alikonma zamaninda analiz sonucunu olumsuz

etkileyebilecek herhangi bir yabanci pik olusumu saptanmamastir.

mAU 219nm4nm (1.00)

. z
10 P
1 (a]
5
&: N
57
L e B A s e s A B
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 min

Sekil 4.4. HPLC kromatogrami (DON: 1000 pg 1)

HPLC cihazina enjekte edilen DON standartlarina karsilik gelen pik alanlarina gore 5
farkli noktadan olusan kalibrasyon egrisi Sekil 4.5’te verilmistir. DON kalibrasyon
egrisinin R? degeri 0,99958 bulunmus olup, metot validasyonu calismalari i¢in kabul
edilebilir olarak goriilmiistiir. Aragtirma kapsaminda incelenen orneklerde DON

miktar tayininde ise y=352,36x-2028,5 lineerite denklemi kullanilmistir.

800000

y = 352,36x- 2028,5
R2 = 0,99958

700000 -+

600000 -+

500000 -+

400000 -+

HPLC pik alam

300000 -

200000 -

100000 -

0

T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500
DON miktan (pgl?)

Sekil 4.5. DON kalibrasyon egrisi
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FUM ve DON toksinleri i¢in LOD ve LOQ degerleri materyal ve metot kisminda
belirtildigi gibi geri kazanim g¢alismalariyla belirlenmistir. LOD degeri bir 6l¢iim
metodu ile algilanabilen fakat miktarinin tespit edilemedigi analit derisimi olarak
tanimlanabilir. FB1 ve FB; icin hesaplanan LOD degerleri sirasiyla 14,6 ug kg ve
13,3 pg kgl’dir. Kullamlan &lgiim metodu ile kabul edilebilir kesinlikte ve
dogrulukta oOlciilebilen en diisiik analit derisimi olarak da ifade edilebilen LOQ
degerleri ise FB1 icin 48,6 ng kg, FB; icin ise 44,2 ug kg™ olarak hesaplanmustir.
DON i¢in LOD ve LOQ degerleri ise sirasiyla 15,5 pg kg ve 51,7 pg kg olarak
saptanmistir. FB1 ve DON igin elde edilen LOQ degerleri, AB ve TGK’nin tahil bazli
bebek ve kiiciik cocuk ek gidalari icin belirledigi yasal limitlerden (FB1+FB2=200
ug kg, DON=200 pg kg?) oldukea diisiik bulunmustur.

Tahil bazli ek gida formiilasyonu ekstraktindan FB1 ve FB:’nin geri kazanim
degerleri sirastyla %93,2 ve %91,4 olarak bulunurken, RSD degerleri sirasiyla %9,9
ve %b5,8 olarak tespit edilmistir. Bu degerler, AB Komisyonunca FB;1 analizinde
metot performansi i¢in dnerilen %60—120 geri kazanim (<500 pg kg™ konsantrasyon
i¢in) ve <%30 RSD degerleri (EC, 2006) ile uyumluluk gostermistir.

Benzer sekilde, tahil bazli ek gida formiilasyonu ekstraktindan 200 pg kg DON’un
geri kazanim degeri %84,5 olarak belirlenmistir. DON i¢in tekrarlanabilirlik
degerleri ise %12,7 olarak tespit edilmistir. Geri kazanim ve tekrarlanabilirlik
degerleri AB Komisyonunca DON analizinde metot performansi igin belirlenen
%60-110 geri kazanim (>100-<500 pg kg™ konsantrasyon igin) ve <%20 RSD
degerleri (EC, 2006) ile uyumluluk gostermistir.

4.1.1. Tahil bazh bebek ve c¢ocuk ek gda formiilasyonlarinda FUM

varhgr/miktar:

Arastirma kapsaminda, 75 adet tahil bazli bebek ve ¢ocuk ek gida formiilasyonunda
FUM varligi ve miktar1 floresan dedektorlic HPLC sistemiyle belirlenmistir. Tahil
bazli bebek ve ¢ocuk ek gida formiilasyonlarinda saptanan FUM varlig1 ve miktari

Cizelge 4.2°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.2. Tahil bazli bebek ve ¢ocuk ek gida formiilasyonlarinda saptanan FUM
varlig1 ve miktari

Gida 6rnegi Parametre FB1 FB2 FB1+FB:
Ek gida formiilasyonu  Pozitif 6rnek sayisi, n (%) 3(4) <LOD 3(4)
(n=75)

Miktar araligi (min- mak., ug kg™) 42,5-100,9 <LOD 42,5-100,9
Ortalama FUM miktar (pg kg™) 73,5 <LOD 735

EU ML (ug kg?) — — 200

Analiz edilen 75 adet tahil bazli bebek gida formiilasyonlarinin yalnizca 3’iinde
(oransal olarak %4) FB1 tespit edilmistir. Tahil bazli bebek gida formiilasyonlarinda
saptanan FB1 miktarlar1 42,5 pg kg, 77,1 pg kg ve 100,9 pg kg olup, ortalama
FB1 miktar1 73,5 pug kg'l’dir. Diger yandan, analiz edilen drneklerin hicbirinde tespit
limitlerinin lizerinde FB2’ye rastlanmamistir. Etiket bilgilerine gore, FBi1 igeren
orneklerin en az %50 oraninda tahil unu (¢ok tahilli, yulaf ve bugday) icerdikleri
goriilmektedir. Ek gida formiilasyonlarinda saptanan toksin miktarlart AB ve TGK
Bulasanlar Yoénetmeligi’nin FB1+FB; igin izin verdigi 200 ug kg ML degerinin

altindadir.

Sekil 4.6°da 1009 pg kg' miktarinda FB; ile kontamineli tahil bazli ek gida
formiilasyonu 6rnegine ait HPLC-FLD kromatogrami verilmistir. Sekil 4.7°de ise
FB1 ve FB: igermeyen tahil bazli ek gida formiilasyonu 6rnegine ait HPLC-FLD

kromatogrami gosterilmistir.

v
17'é£nDetector AEX:335nm,Em:440nm

FB1

15.0]
125
10.ef
75

5.0]

o5f 0
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 min

Sekil 4.6. FB1 (100,9 pg kg?) iceren tahil bazli ek gida formiilasyonuna ait HPLC
kromatogrami
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Sekil 4.7. FUM icermeyen 6rnege ait HPLC kromatogrami

Ulkemizde tiiketime sunulan ek gida formiilasyonlarinda AFs, OTA ve ZEA varligi
ile ilgili olarak birka¢ caligmaya rastlanmasina karsin, bu iirlinlerde FUM’larin
varligi/miktart konusunda herhangi bir veri bulunmamaktadir. Bu nedenle, tez
calismasi kapsaminda elde edilen sonuglarin diger arastirma sonuglariyla kiyaslamasi
yapilamamistir. Diger yandan, bazi1 gelismis ve gelismekte olan iilkelerde tiiketime
sunulan ek gida formiilasyonlarinda FUM’larin varligi/miktar1 konusunda yapilmis
cesitli arastirmalar bulunmaktadir. Bu arastirma sonuglari incelendiginde ham
maddeye, bilesime, yila, analiz yontemine de bagl olarak olduk¢a farkli sonuglarin

elde edildigi goriilmektedir.

Bu konuda ilk olarak Almanya’da yapilan bir tarama ¢alismasinda analiz edilen 100
adet musir bazli bebek ve cocuk ek gida formiiliiniin higbirinde FUM’lara
rastlanmadig belirtilmistir (Usleber and Martlbauer, 1998). Benzer sekilde, Italya’da
siirh sayida (n=12) analiz edilen bebek gidalarinda da FB:1 ve FB: tespit
edilememistir (Cirillo ve ark., 2003).

Diger yandan, Kanada’da gergeklestirilen bir ¢alismada, ¢esitli tahillar igeren (yulaf,
arpa, soya, piring, karisik tahilli) bebek ve ¢ocuk gidalarinin (n=142) %29,6’sinda
(42 adet) 130 pg kg™a varan miktarlarda FUM (FB1+FB;)’lara rastlanmistir
(Lombaert ve ark., 2003). Ispanya’nin Valencia kentinden toplanan 27 adet musir
bazli ve cesitli tahillar igeren bebek ve cocuk ek gida formiillerinde yapilan bir
calismada ise, orneklerin yalnizca birinde diisiik konsantrasyonda FB1 (15,9 pg kg™?),
FB2 (9,2 ng kgl) ve FBs (5,8 ng kg?) tespit edilmistir (D’ Arco ve ark., 2008).
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Tanzanya’da yapilan bir arastirmada ise 6 aylik ve lizeri yastaki bebekler tarafindan
tiiketilen musirlarin 21-3 201 pg kg arasinda degisen miktarlarda FUM igerdigi
belirlenmistir (Kimanya ve ark., 2010).

Nijerya’da tahil bazli bebek ek gida formiilasyonlarinda TLC yontemi kullanilarak
yapilan bir ¢aligmada, 6rneklerin %98’inde FB1, %20’sinde FB: tespit edilmis olup,
konsantrasyon seviyeleri sirasiyla 1,08-6,43 ug kg ve 0,28-0,44 ug kg arasinda
degisiklik gostermistir. Arastirmacilar, FB1/FB2 kontamineli ek gida formiilii tiikketen
bebek/kiiclik cocuklarin hafif toksikolojik riske maruz kalabilecegini, kontamineli
diger gida kaynaklar ile birlikte diistintildiigiinde ise bu durumun 6nemli bir risk

olusturabilecegini vurgulamiglardir (Adebayo-Tayo ve ark., 2012).

Fas’da 2012 yilinda yapilan bir ¢alismada, siipermarket ve eczanelerden toplanan 20
adet bebek ve ¢ocuk ek gida formiilasyonunun yalnizca ikisinde (%10) (bugday ve
piring bazl1) 2,3 ve 3,1 pg kgt miktarlarinda FUM’lara (FB1+FB+FB3) rastlanmistir
(Mahnine ve ark., 2012).

Rubert ve ark. (2012), Ispanya’da ticari olarak satilan 35 adet tahil bazli bebek ve
cocuk ek gida formiiliiniin 3’iinde (%8,6) FB1 (75-100 pg kg?) ve 1 6rnekte FB, (75
ng kgl) tespit etmislerdir.

ABD’de 2012 yilmin Mart-Haziran aylar1 arasinda cesitli siipermarketlerden
toplanan 64 adet bebek mamasi &rneginin yalmzca birinde FB: (6,2 pg kgt)
bulunurken, ilging bir sekilde 5 ornekte 1,5-15,8 pg kg? arasinda degisen
miktarlarda FB saptanmistir (Al-Taher ve ark., 2017).

Burkina Faso’da gergeklestirilen bir arastirmada, analiz edilen 199 adet bebek ve
cocuk ek gida formiiliiniin yalnizca 3’iinde (%1,5) FUM tespit edilirken, dar1 igeren
ek gida formiiliinde saptanan FB1+FB> miktar1 (672,9 pg kg') EU ML degerinin
oldukga iizerindedir (Ware ve ark., 2017).

Katar’da gerceklestirilen bir aragtirmada slipermarketlerden toplanan 67 adet bebek

mamasinin %10’ unda EU ML nin (200 pg kg™) iizerine varan miktarlarda FB; tespit
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edilirken (Hassan ve ark., 2018), ABD’de tiikketime sunulan 147 adet bebek ve ¢ocuk
gidasinin yalnizca birinde (musir-soya bazli) FUM’a (336 pg kg?t) rastlanmistir
(Zhang ve ark., 2018).

4.1.2. Tahil bazhh bebek ve c¢ocuk ek gida formiilasyonlarinda DON

varhgy/miktari

Arastirma kapsaminda 75 adet tahil bazli bebek ve gocuk ¢k gida formiilasyonunda
DON varligi1 ve miktart PDA dedektorliit HPLC sistemiyle belirlenmistir. Tahil bazli
bebek ve ¢ocuk ek gida formiilasyonlarinda saptanan DON varlig1 ve miktari Cizelge

4.3’te 6zetlenmistir.

Cizelge 4.3. Tahil bazli bebek ve ¢ocuk ek gida formiilasyonlarinda saptanan DON
varlig1 ve miktari

Gida ornegi Parametre DON

Ek gida formilasyonu (n=75) Pozitif 6rnek sayist, n (%) 16 (21,3)
Miktar araligi (min.- mak., ug kg?) 59,4-342,4
Ortalama DON miktar1 (pg kg™) 98,3
EU ML (ug kg?) 200

Cizelge 4.3’ln incelenmesiyle de goriilebilecegi gibi, tahil bazli bebek gida
formiilasyonlarinda DON kontaminasyonu FUM’lara gore daha yiiksek diizeyde
bulunmustur. Analiz edilen 75 adet tahil bazli bebek ve c¢ocuk ek gida
formiilasyonunun 16’sinda (oransal olarak %21,3) DON tespit edilmistir. Orneklerde
saptanan DON miktarlar1 59,4-342,4 pg kg’ arasinda degisiklik gostermistir.
Orneklerde saptanan ortalama DON konsantrasyonu ise 98,3 ng kg? olarak
bulunmustur. Etiket bilgilerine gore en yiiksek diizeyde DON iceren 6rneklerin
bugday ve piring unu igerdigi goriilmiistiir. Diger yandan, tahil bazli ek gida
formiilasyonlarinin yalnizca biri AB ve TGK Yonetmeligi’nde yer alan ML

degerinin (200 ug kg'!) iizerindedir.
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DON ile kontamineli (342,4 ng kg') ve DON igermeyen bebek ek gida
formiilasyonlarina ait HPLC-PDA kromatogramlar1 sirasiyla Sekil 4.8 ve 4.9°da

gosterilmistir.

mAU 219nm,4nm (1.00)

w
|
DON

0
-1
4t tr

0.0 25 5.0 7.5 10.0 12,5 15.0 17.5 20.0 22,5 25.0 27.5 min

Sekil 4.8. DON ile kontamineli (342.,4 ug kg!) 6rnege ait HPLC-PDA kromatogrami

mAU 219nm4nm (1.00)
10.01

7.5
5.0
2.5

0.0

2,51

0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 225 25.0 275 min

Sekil 4.9. DON igermeyen tahil bazli ek gida formiilasyonuna ait HPLC
kromatogrami

Ulkemizde tiiketime sunulan bebek gidalarinda DON ve FUM varhigi/miktari
konusunda herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle arastirma kapsaminda
elde edilen sonuglarin iilkemizde gerceklestirilen diger c¢alisma sonuclariyla
karsilastirilma imkani bulunmamaktadir. Diger yandan, 6zellikle son 20 y1l icerisinde
tahil bazli bebek gidalarinda DON kontaminasyonu ile ilgili cogunlukla gelismis
iilkelerde gergeklestirilmis bazi aragtirmalar bulunmaktadir. Bu tez c¢alismasi
kapsaminda elde edilen sonuglar, c¢esitli iilkelerde tiiketime sunulan tahil bazli ek
gida formiilasyonlarinda gerceklestirilen arastirma sonuglariyla kiyaslandiginda,

DON’un bulunma sikliginin daha disiik seviyelerde oldugu belirlenmistir.
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Bu konuda ilk olarak Almanya’da yapilan bir arastirmada, gesitli marketlerden
rastgele toplanan 25 tahil bazli bebek ve ¢ocuk ek gida formiiliiniin 15’inde (oransal
olarak %60) DON kontaminasyonu tespit edilmis olup, 6rneklerde saptanan DON
miktart 15-314 pg kg? arasinda degisiklik gostermistir (Schollenberger ve ark.,
1999).

Lombaert ve ark. (2003) Kanada’da satisa sunulan gesitli tahillar igeren (yulaf, arpa,
soya, piring, karigik tahilli) bebek ve cocuk gidalarinin %63,3’iinde (150/237) 52—
260 ng kgt arasinda degisen miktarlarda DON tespit etmislerdir.

ABD’nin Midwest bolgesinde rastgele satin alinan 52 adet tahil bazli ek gida
formiilasyonu 6rneginde (11’1 arpa bazli, 18’1 yulaf ezmeli, 23’1 karisik tahill)
yapilan caligmada, arpa bazli orneklerin 10’unda DON tespit edilmis olup,
kontaminasyon miktar1 15-224 pg kg! arasmnda bulunmustur. Yulaf ezmeli
formiilasyonlarin 8’inde 10-19 pg kg* arasinda DON bulunurken, karisik tahill
bebek gidalarmin 15’inde 12-106 pg kg arasinda degisen miktarlarda DON tespit
edilmistir. Arastirmacilar, DON kontaminasyonu acisindan en yiiksek oranin arpa
bazli bebek gidalarinda (%91) rastlandigini, bunu karisik tahilli (%65) ve yulaf
ezmeli bebek gidalarinin (%44) izledigini belirtmis olup, analiz edilen tiim 6rneklerin
yalnizca birinde (arpa bazli) rastlanan DON miktar1 AB’nin belirlemis oldugu
ML ’nin tizerinde bulunmustur (Dombrink-Kurtzman ve ark., 2010). ABD’de yapilan
bir diger bir calismada analiz edilen 7 tahil bazli gida iriinlintin 4’tinde (%57,1)
46-877 g kg arasinda degisen miktarlarda DON tespit edilmistir (Zhang ve ark.,
2014).

ABD’de ¢esitli siipermarketlerden toplanan 20 piring bazli, 8 arpa bazli, 20 yulaf
bazli ve 16 karisik tahilli olmak iizere toplam 64 adet bebek mamasi 6rneginde
yapilan analizlerde en sik rastlanan mikotoksinin DON (%66) oldugu goriilmiistiir.
Bebek mamalarinda saptanan DON miktarlar1 1,4-147 pg kg arasinda degisiklik
gostermistir (Al-Taher ve ark., 2017). Benzer sekilde, 2018 yilinda ABD’de yapilan
kapsamli bir aragtirmada 147 adet bebek ve cocuk gidasinda en sik rastlanan

mikotoksinin DON oldugu (%65) goriilmiistiir. Orneklerde bulunan DON miktarlart



50

34-258 pg kg arasinda degisiklik gdstermis olup, ¢ok taneli iiriinlerin %100’iinde
DON tespit edilmistir (Zhang ve ark., 2018).

Ispanya’da ticari olarak satilan 35 adet tahil bazli bebek ve g¢ocuk ek gida
formiiliiniin 9’unda (%26) 70210 pg kg?! arasinda degisen miktarlarda DON
saptanmustir (Rubert ve ark., 2012).

Cirillo ve ark. (2003) Italya’da sinirli sayida (n=12) analiz edilen bebek gidalarinin
%62’sinde (7 ormek) 7-166 pg kg?! arasinda degisen miktarlarda DON
saptamislardir. Bu konuda Italya’da yapilan diger bir ¢alismada, 25 adet tahil bazli
ek gida formiiliiniin %76’sinda (19/25) ortalama 102,6 pg kg™ miktarnda DON’a
rastlanirken, etiket bilgilerine gore en yiiksek miktarda DON igeren 6rneklerin 4-5
tahilli (ortalama 268 pg kg') ve bugday bazli (bugday miktar1 %50°den fazla)
ornekler (ortalama 245 pg kgt) oldugu vurgulanmstir (Juan ve ark., 2014).

Portekiz’de gergeklestirilen bir ¢alismada, 9 adet tahil bazli bebek ve ¢ocuk ek gida
formiilasyonunda 15 adet trikotesenin varlign ve miktar1 arastirilmistir. Orneklerde
yalnizca 4 trikotesen tiirine (DON, 15-Ac-DON, T-2 tetrol ve neosolaniol)
rastlanmis olup, en sik rastlanan mikotoksinin DON oldugu goriilmiistiir. 4 6rnekte
(%44,4) saptanan DON miktarlarmin 29-270 pg kg™ arasinda oldugu belirtilmistir
(Pereira ve ark., 2015).

Nijerya’da tiiketilen 17 adet bebek ve cocuk ek gida iiriiniiniin yalnizca 2’sinde

(%11,7) 27,2 ve 31 ug kg™* miktarlarinda DON’a rastlanmustir (Ojuri ve ark., 2018).

Katar’da gergeklestirilen bir aragtirmada ise, siipermarketlerden toplanan 67 adet
bebek mamasmin %27’sinde DON tespit edilmis olup, 2 6rnekte saptanan DON

miktarmin EU ML nin iizerinde oldugu vurgulanmistir (Hassan ve ark., 2018).
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4.2. Maruziyet Degerlendirmesi

Bu tez kapsaminda ayrica, 612 aylik bebek ve 1-3 yas araligindaki ¢ocuklarin tahil
bazli ek gida formiilasyonu tiiketimi yoluyla FB1 ve DON’a maruz kalma diizeyleri
belirlenmigtir. Ek gida formiilasyonlart Orneklerinin  higbirinde FB2 tespit
edilemediginden, maruz kalma hesaplamalar1 yalnizca FB1 i¢in yapilmistir. Cizelge
4.4°te 6-12 aylik bebek ve 1-3 yas araligindaki ¢ocuklarin tahil bazli ek gida
formiilasyonu yoluyla tiiketimi FB; ve DON’a tahmini maruz kalma miktarlari

verilmigtir.

Cizelge 4.4. 6-12 aylik bebek ve 1-3 yas araligindaki ¢ocuklarin DON’a maruz
kalma diizeyleri

Toksin  %<LOD Ortalama deger PMTDI Maruz kalma miktari
(ng kg™ (ngkg'va) (ng kg v.a. giin™)
6-12 aylik 1-3 yas
FB: 96 2,94 (AS)? 2 0,017 (AS) 0,012 (AS)
16,95 (US)P 0,096 (US) 0,070 (US)
DON 79 22,28 (AS) 1 0,127 (AS) 0,093 (AS)
34,47 (US) 0,196 (US) 0,144 (US)
a: Alt sinir
b: Ust siir

Analiz sonuglarina gore, tahil bazli ek gida formiilasyonlarinda FB;1’in ortalama alt
sir degeri 2,94 ug kg, iist sinir degeri ise 16,95 ug kg olarak hesaplanmistir. 6
12 aylik bebek ve 1-3 yas araligindaki ¢cocuklar i¢in tavsiye edilen tiikketim miktarlar
(50 g giin) iizerinden maruz kalma hesaplamalari yapildiginda; 6-12 aylk
bebeklerin ek gida tiikketimi yoluyla FB1’e alt sinir ve tist sinir maruz kalma degerleri
sirastyla 0,017 pg kg? v.a. giin® ve 0,096 ug kg? v.a. giin olarak bulunmustur.
Benzer sekilde, 1-3 yas araligindaki ¢ocuklarin tahil bazli ek gida formiilasyonu
tiketimi yoluyla FB1’e ortalama alt sinir ve iist sinir maruz kalma degerleri ise
sirasiyla 0,012 pg kg v.a. giin? ve 0,070 pg kg v.a. giin™ olarak 6n goriilmektedir.
Bu maruz kalma degerleri JECFA tarafindan FUM (FB31, FB> ve FBg) i¢in Onerilen
PMTDI degerinin (2 pg kg™ v.a.) yaklasik 20-166 kat altindadur.
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Ulkemizde yasayan bebek/kiiciik cocuklarm FUM’lara maruziyeti konusunda
herhangi bir veri bulunmamaktadir. Diger yandan, Avrupa iilkelerinde yapilan
kapsamli bir arastirmada 1 yas altindaki bebeklerin tahil bazli gida tiiketimi yoluyla
FUM’lara maruz kalma degerleri 0,04-0,63 pg kg! v.a. giin? (alt smir-iist sinir)
arasinda degisiklik gosterirken, 1-3 yas araligindaki bebekler agisindan maruz kalma
degerleri 0,18-1,65 pug kg™ v.a. giin™® (alt sinir-iist smir) olarak bulunmustur (EFSA,
2014). Bu maruz kalma degerlerinin tez ¢alismasinda hesaplanan degerlerden daha
yuksek oldugu gorilmektedir. Nijerya’da Ojuri ve ark. (2018) tarafindan
gerceklestirilen bir ¢alismada ise, tahil bazli bebek ve ¢ocuk ek gida formiilasyonu
tikketimi yoluyla FUM i¢in tahmini ortalama alt sinir ve {ist sinir maruz degerleri

sirasiyla 0 ve 138,6 pg kg v.a. giin™ olarak hesaplanmistir.

Gelismemis iilkelerde, cogunlukla misir bazli diyetlerle beslenen bebek/kii¢iik
¢ocuklarda FUM maruziyet riskinin yiiksek oldugu ve bu nedenle ¢ocukluk ¢aginda
biiytimede gerilemelerin olabilecegi vurgulanmaktadir (WHO, 2012). Bu konuda
Tanzanya’da yapilan bir arastirmada, 6 ay ve {lizeri yastaki bebeklerin (n=131)
26’siin musir bazl tikketim nedeniyle PMTDI degerinin (2 ug kgt v.a. giin?)
tizerinde FUM’lara maruz kaldig1 ve bu nedenle daha diisiik miktarda (PMTDI
degerinin altinda) maruz kalan bebeklere goére hem daha kisa (1,3 cm) hem de daha

zayif (328 g) olduklar1 goriilmistiir (Kimanya ve ark., 2010).

Cizelge 4.4’in incelenmesiyle de goriilebilecegi gibi DON’un tahil bazli ek gida
formiilasyonlarinda ortalama alt sinir ve iist siir degeri ise sirastyla 22,28 ug kg ve
34,47 pg kg? olarak hesaplanmistir. 6-12 aylik bebek ve 1-3 yas araligidaki
cocuklar icin tavsiye edilen tiiketim miktarlar1 (50 g giin™) iizerinden maruz kalma
hesaplamalar1 yapildiginda; 6-12 aylik bebeklerin ek gida tiiketimi yoluyla DON’a
alt smir ve {ist sinir maruz kalma degerleri sirasiyla 0,127 pg kg v.a. giin™ ve 0,196

! olarak bulunmustur. Benzer sekilde, 1-3 yas araligindaki

png kgt va. gin
cocuklarin tahil bazli ek gida formiilasyonu tiiketimi yoluyla DON’a ortalama alt
siir ve iist siir maruz kalma degerleri ise sirasiyla 0,093 pg kg v.a. giin ve 0,144
ng kgt v.a. giin olarak én goriilmektedir. Bu degerler Avrupa Birligi Gida Bilimsel

Komitesi (SCF) tarafindan DON igin kullanilan PMTDI degeri (1 pg kg? v.a.) ile
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karsilagtirildiginda, yas gruplarinin ortalama viicut agirligina bagli olarak 6-12 aylik
bebekler i¢in yaklasik 5-8 kat, 1-3 yas araligindaki gocuklar i¢in ise yaklasik 7-10
kat daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Fransa’da gergeklestirilen bir arastirmada 0-3
yas araligindaki bebek/kii¢iik ¢ocuklarin bebek gidasi tikketimi yoluyla DON’a maruz

1

kalma diizeylerinin 0,67-1,19 pg kg! v.a. giin? arasinda degisiklik gosterdigi

belirlenmistir (Cano-Sancho ve ark., 2011).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma kapsaminda, tahil bazli bebek ve ¢ocuk ek gida formiillerinde FUM ve
DON varlig1 ve miktar1 arastirilmistir. Ek gida formiilasyonlarinda FUM ve DON
miktarlarmin belirlenmesi amaciyla kullanilan analiz yontemlerinin, AB tarafindan
belirlenen metot validasyon parametrelerini karsiladiglr goriilmiistiir. FB1, FB2 ve
DON igin LOD degerleri sirasiyla 14,6 pg kg, 13,3 pg kg™ ve 15,5 pg kgt olarak
bulunurken, LOQ degerleri sirasiyla 48,6 pg kg, 44,2 ng kg ve 51,7 pg kg™ olarak
hesaplanmigtir. Tahil bazli ek gida formiilasyonundan FBi, FB2 ve DON’un geri
kazanim oranlari sirastyla %93,2, % 91,4 ve %84,5 olarak tespit edilmistir. FB1, FB2
ve DON igin tekrarlanabilirlik degerleri ise sirasiyla %9,9, %5,8 ve %12,7 olarak

saptanmistir.

Metot validasyonu gergeklestirilen analiz yontemleri ile analiz edilen 75 adet tahil
bazli bebek ve ¢ocuk ek gida formiilasyonunun yalnizca 3’iinde (oransal olarak %4)
42,5-100,9 pg kg?! (ortalama 73,5 pg kg?) arasinda degisen miktarlarda FBi’e
rastlanmistir. Diger yandan, analiz edilen tahil bazli bebek ve cocuk ek gida
formiilasyonlariin hi¢ birinin tespit edilebilir miktarlarda FB; icermedikleri
saptanmigtir. Analiz edilen Orneklerde saptanan FB: miktarlari AB ve TGK’nin
bebek ve kiigiik cocuk ek gidalarinda FB1+FB; igin belirlemis oldugu ML (200 pg
kg™) degerinden diisiiktiir.

Arastirma sonuglarina gore tahil bazli ek gida formiilasyonlarinda DON’un bulunma
sikligit FUM’a gore daha yiiksek bulunmustur. Analiz edilen 6rneklerin 16’sinda
(oransal olarak %21,3) 59,4-342,4 ng kg* (ortalama 98,3 pg kgt) arasinda degisen
miktarlarda DON tespit edilmistir. DON miktar1 6rneklerin yalnizca birinde AB ve
TGK’nin bebek ve kiigiik ¢ocuk ek gidalar1 igin belirlemis oldugu 200 pg kg ML
degerinden yiiksektir.

Aragtirma sonuglarindan elde edilen veriler 15181nda, 612 aylik bebek ve 1-3 yas
araligindaki ¢ocuklarin tahil bazli bebek ve ¢ocuk ek gida formiilasyonu tiikketimi

yoluyla FBi’e tahmini alt ve iist smir maruz kalma degerleri sirasiyla,
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0,017-0,096 pg kg! va. gint ve 0,012-0,070 pg kg' v.a. gin? olarak
hesaplanmistir. DON i¢in tahmini alt ve st sinir maruz kalma degerleri ise, 6-12
aylik bebekler igin 0,127-0,196 pg kg™ v.a. giin™ iken, 1-3 yas cocuklar igin 0,093—
0,144 pg kg v.a. giin? olarak bulunmustur.

6-12 aylik bebek ve kii¢iik ¢ocuklarin (1-3 yas) tilkemizde tiikketime sunulan ek gida
formiilasyonlar1 tiiketimi yoluyla FUM ve DON’a maruz kalma degerlerinin
uluslararas1 kuruluslarca belirlenmis olan PMTDI degerlerinin (FUM igin 2 pg kg?
v.a, DON i¢in 1 pg kg v.a.) oldukga altinda bulunmas1 nedeniyle ciddi bir saglik

riski olugturmadig diistiniilmektedir.

Diger yandan, bebek ve kiigiik ¢ocuk ek gidalarmin mikotoksin igerikleri ham
maddeye bagli olarak iiretimden iiretime degisiklik gosterebilmektedir. Bu nedenle
tilkemizde {iretilen ve/veya ithal edilen ek gida formiilasyonlarinin DON ve FUM
basta olmak tlizere OTA, AFs ve diger mikotoksin iceriklerinin rutin olarak
incelenmesi risk diizeyi yiiksek olan bebek ve kiiciik ¢ocuklarin saglhigi agisindan
bliyilk 6nem tasimaktadir. Bu kapsamda ilgili kurumlarca ¢oklu mikotoksinleri

igeren izleme programlarinin olusturulmasi gerekmektedir.
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