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1. OZET

TURKIYE’ DE  PIYASADA  SATILAN HUBUBATLARDA
DEOKSINIVALENOL VE OKRATOKSIN A’NIN YUKSEK BASINCLI
SIVI KROMATOGRAFISI iILE ARASTIRILMASI

Hububat ve hububat bazli gidalarda mikotoksin maruziyeti siklikla
goriilmektedir. Bu gida tirlinlerinde mikotoksin yayginliginin ve diizeylerinin
tespiti, alinacak onlemlerle iilkelerin belirledigi mikotoksin diizeylerinin altina
diisiilmesine  ve tiiketicilerin  saglik risklerinin ~ Onlenmesine imkan
saglamaktadir. Bu arastirma, Istanbul'daki marketlerden (markali iiriinler) ve
%50’ si agikta satis1 yapilan semt pazarlarindan temin edilen 24 adet asurelik
bugday, 24 adet piring, 24 adet misir unu ve 24 adet tam bugday ununun
deoksinivalenol (DON) ve okratoksin A (OTA) diizeylerinin UV dedektorlii ve
floresans dedektorli yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ile
incelenmesi, varsa miktarlarinin tespit edilmesi ve diyetsel maruziyet risklerinin
hesaplanmasi amactyla yapilmistir. 96 adet hububat 6rneginin HPLC ile analizi
sonucunda 25 adet 6rnekte (0,13-1,16 pg/kg) DON tespit edilmistir (LOD-LOQ),
0,28-0,92 pg/kg). Analizi yapilan 6rneklerden; 7 adet asurelik bugday, 8 adet
piring, 8 adet misir unu ve 2 adet tam bugday ununda DON saptanmistir. En
yiikksek DON diizeyi acikta satilan misir unu orneginde (1,16 pg/kg) tespit
edilmistir. Orneklerin 11 adedinde (0,87-6,97 pg/kg) OTA tespit edilmistir
(LOD-LOQ, 0,029-0,097 ug/kg). Analizi yapilan 6rneklerden; 3 adet musir
ununda (1,51-2,23 ug/kg) ve 8 adet tam bugday ununda (0,87-6,97 ug/kg), OTA
saptanmistir. En yiiksek OTA diizeyi marketten alinan paketli tam bugday unu
orneginde (6,97 pg/kg) saptanmistir. Maruziyet marj1 agisindan incelenen tiim
iirlin gruplarinda her iki toksin i¢in de degerler >10,000 olup bir saglik riski
olusturmadigr goriilmiistiir. Arastirmamiz sonucunda, hububatlarda DON ve
OTA maruziyetinin siklikla goézlenebilecegini ve olast riskli seviyelere
cikabilecegi goriildiigii icin; daha fazla ¢aligma yapilarak, gerekli 6nlemler ile
kontaminasyon riskinin en aza indirilmesi gerekliligi ortaya konmustur.
Anahtar kelimeler; Deoksinivalenol, diyetsel maruziyet, HPLC, hububat,
Okratoksin A



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF DEOXYNIVALENOL AND OCHRATOXIN A IN
CEREALS SOLD IN THE MARKET IN TURKEY BY HIGH PRESSURE
LIQUID CHROMATOGRAPHY

Mycotoxin exposure is common in cereals and cereal-based foods. Detection of
mycotoxin prevalence and levels in these food products allows to reduce the
mycotoxin levels determined by the countries with the measures to be taken and
to prevent the health risks of consumers. This research was conducted to
determine the deoxynivalenol (DON) and ochratoxin A (OTA) levels of 24
pieces of wheat flour, 24 pieces of rice, 24 pieces of corn flour and 24 pieces of
whole wheat flour obtained from the markets (branded products) in Istanbul and
the street markets, 50% of which are sold openly, by HPLC method with UV
detector and fluorescence detector, to determine the amount and to calculate the
dietary exposure risks. As a result of HPLC analysis of 96 grain samples, DON
(LOD-LOQ, 0,28-0,92 pg/kg) was detected in 25 samples (0,13-1,16 pg/kg).
DON was determined in 7 pieces of ashura wheat, 8 pieces of rice, 8 pieces of
corn flour and 2 pieces of whole wheat of the analyzed samples. DON level was
found in the corn flour sample (1,16 pg/kg) sold in the open. OTA was detected
in 11 of the samples (0,87-6,97 ng/kg) (LOD-LOQ, 0,029-0,097 ng/kg). OTA
was detected in 3 corn flours (1.51-2.23 ug/kg) and 8 whole wheat flours (0,87-
6,97 ng/kg) of the analyzed samples. The highest OTA level was found in
packaged whole wheat flour sample (6,97 pg/kg) bought from the market.
Values for both toxins in all product groups examined in terms of exposure
margin were >10,000 and it was seen that it did not pose a health risk. As a result
of our research, since DON and OTA exposure can be observed frequently in
cereals and may increase to possible risky levels; further work should be done
and the risk of contamination should be minimized with the necessary
precautions.

Key words: cereals, Deoxynivalenol, dietary exposure, HPLC, Ochratoxin A



3. GIRIS VE AMAC

Misir, bugday ve arpa gibi hububatlar, diinyadaki ¢ogu insan tarafindan
birincil enerji ve besin kaynagi olarak kullanilmaktadir (Lee ve Ryu, 2017
Mishra ve ark., 2013; Nematollahi ve ark., 2019). Bununla birlikte, zengin
protein, yag ve mineral igeriklerine sahip lrilinler; uygun kosullarda kiiflerin
gelisimine ortam olustururlar (Heshmati ve ark., 2017; Kyei ve ark., 2020).
Hasat Oncesi ve hasat sonrasi asamalarda mahsullerin, 6zellikle hububatlarin
kiiflerle kirlenmesi, mikotoksinler olarak bilinen ikincil toksik metabolitlerin
tiretimine yol acabilmektedir (Lee ve Ryu, 2017). Baslica mikotoksinler,
Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Claviceps ve Fusarium tiirleri tarafindan
uretilen, aflatoksinler, deoksinivalenol (DON), T-2 toksin gibi trikotesenler,
fumonisinler, zearalenon (ZEN) ve okratoksin A (OTA) 'dir (Amirahmadi ve
ark., 2019; Udovicki ve ark., 2018). Bunlar arasinda, misir, bugday, arpa gibi
hububatlar ile iliskili en yaygin mikotoksinlerden biri olan deoksinivalenol, ayni
zamanda vomitoxin olarak adlandirilir (tip B trichothecene) (Sobrova ve ark.,
2010). DON esas olarak F. graminearum ve F. culmorum gibi Fusarium tiirleri
tarafindan iretilmektedir. DON ilk 6nce Japonya'da (1972) kiiflii arpa ile izole
edilmis ve DON’un Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) musir iirliniinde
bulunan emetik faktorle ayni oldugu bulunmustur (Coppock ve ark., 1985;
Richard ve ark., 1993).

Yaygin olarak goriilen bir diger mikotoksin tiirii ise okratoksinlerdir.
Okratoksinler (OTA, OTB, OTC), 6zellikle P. verrucosum, A. ochracecus ve A.
carbonarius olmak tizere Penicillium ve Aspergillus cinslerinin gesitli
tirlerinden sentezlenen ikincil metabolitlerdir (EFSA, 2006). Okratoksinler ilk
olarak 1965 yilinda Giiney Afrika’da mantar kiiltiirlerinden tanimlanmis olup,
OTA, OTB ve OTC gibi iig tiirevi oldugu bulunmustur (Van der Merwe ve ark.,
1965; Atumo, 2020).

Diinyada hasat edilen {irlinlerin %25-50'sinin her yil mikotoksinlerle

kontamine oldugu bildirilmistir (Ricciardi ve ark., 2013). Besinlerin islenmesi



sirasinda olusan reaksiyonlar, DON ve OTA’nin hububatlarda olabilecegini
gostermistir (Berthiller ve ark., 2013; Rychlik ve ark., 2014). Depolanan
hububatlarda kiiflerin biiyiimesi ve mikotoksin biyosentezini arttiran baglica
faktorler yiiksek tane nemi (%16-30), yiiksek tane sicakligi (25-32°C) ve yiiksek
hava bagil nem (%80-100) olarak bilinmektedir (Shanahan ve ark., 2003). DON
iiretimi i¢in optimum sicaklik 26-30°C arasinda degismektedir (Milani, 2013).
Baz1 Aspergillus tiirleri yiiksek nem ve sicaklik kosullari altinda okratoksin
iretirken, bazi Penicillium tiirleri 5°C kadar diisiik sicakliklarda dahi okratoksin
olusturabilmektedirler (Gupta ve ark., 2018). OTA iiretimi i¢in optimum sicaklik
A. ochraceus, A. niger ve A. carbonarius i¢in sirastyla 25-30°C, 20-25°C ve 10-
20°C olarak belirtilmektedir (Atumo, 2020; Bui-Klimke ve Wu, 2015). 2-
3°C'lik bir sicaklik artisinin kiif gelisimine veya bocek istilasina isaret ettigi
belgelenmistir (Neme ve Mohammed, 2017). Bununla birlikte, mikotoksin
seviyelerini azaltmada en etkili birim islemleri ayiklama, temizleme gibi
clriimiis pargalarin veya tanelerin fiziksel olarak ¢ikarilmasini igeren islemler
gibi gortinmektedir (Bullerman ve Bianchini, 2007). Mikotoksinlerin kimyasal
yapist, sicaklik ve kosullar, islem siiresi, islem sirasinda nem orani veya nemin
olmamasi gibi ¢esitli faktorler spesifik islem agamalar1 sirasinda mikotoksin
olusumunu etkileyebilmektedir (Lancova ve ark. 2008; Amirahmadi ve ark.
2017; Rastegar ve ark., 2016; Scudamore, 2008; Scudamore ve ark., 2009;
Fandohan ve ark., 2005; Karlovsky ve ark., 2016).

Fusarium toksinleri arasinda DON, bugdayda Fusarium Head Blight
olusumunun en yaygin ve énemli bir gostergesidir (EFSA, 2013). Insanlarda
DON’la ilgili kronik maruziyet hakkinda yetersiz toksikolojik veri olmakla
birlikte, 2010 yilinda Gida Tarim Orgiitii/Diinya Saglik Orgiitii (FAO/WHO) ve
Gida Katki Maddeleri Uzman Komitesi (JECFA) tarafindan degerlendirilmistir
ve DON igin giinliik 1 pg/kg maksimum tolere edilebilir giinliikk alim (PMTDI)
olarak belirlenmistir (EFSA, 2017). Tiiketicileri yiiksek DON seviyelerine
maruz kalmaktan korumak i¢in, diinya c¢apindaki diizenleyici otoriteler hem
islenmemis hem de islenmis tahillar ve hububatlar i¢in maksimum seviyeler
belirlemislerdir (EC, 2006; FDA, 2010). Ornegin Avrupa Birligi (AB) ve Tiirk
Gida Kodeksi; bugday, yulaf ve misir disindaki islenmemis hububatlarda DON,



1250 pg/kg, islenmemis bugday, yulaf ve misirda 1750 pg/kg, dogrudan
kullanim amaglh hububatta 750 pg/kg, tahil unu, kepek ve ruseym ile makarna,
ekmek, hamur isleri, tahil atistirmaliklar1 ve kahvaltilik gevrekler i¢cin 500 pg/kg,
bebekler ve kiiciik cocuklar i¢in tahil bazli gidalar ve bebek mamalari i¢in 200
ng/kg maksimum seviyeleri belirlemislerdir (EC, 2006). Ayni zamanda Amerika
Birlesik Devletleri Gida ve ilag¢ Dairesi (FDA), bugday iiriinleri (un, kepek ve
tohum) i¢in 1000 pg/kg, hububat ve hububat bazl {iriinler i¢in 10 mg/kg ve
damuticilar ve bira tahillari i¢in 30 mg/kg hayvan yemleri i¢in 5 ile 10 mg/kg
arasinda tavsiye seviyeleri belirlemistir (FDA, 2010).

OTA ve diger mikotoksinlerle ilgili ilk olarak 1993 yilinda AB’de halk
sagligin1 korumak amaciyla spesifik kontaminantlar i¢in maksimum tolerans
limitlerinin olusturulmasi gerektigi kararit AB ‘Council Regulation (EEC) No
315/93’ sayil tliziigiinde verilmistir (EC, 1993). 2006 yilinda yayimlanan AB
‘Commision Regulation (EC) No 1881/2006 sayili tiiziigiinde OTA ile ilgili
olarak daha 6nce belirlenmis olan hububat (5 pg/kg), islem gérmiis hububat bazli
gidalar (3 pg/kg) ve kurutulmus asma meyveleri (10 pg/kg), bebek/kiiciik cocuk
ek gidalar1 ve bebekler i¢in 6zel tibbi amacgh diyet ek gidalarinin (0,5 pg /kg)
yani sira kavrulmus kahve cekirdegi ve ogiitiilmis kahve (5 pg/kg), kahve
ekstrati, ¢oziinebilir kahve (10 pg/kg) i¢in de degerler belirlenmistir (EC, 2006).
AB ve Tirk Gida Kodeksi (TGK) ise OTA’nin hububatlarda bulunabilecegi
maksimum limit degerlerini; islenmemis hububatlarda 5 pg/kg, islenmemis
hububatlardan elde edilen tiim firiinlerde (dogrudan insan tiiketimine sunulan
hububat ve islenmis hububat rtinleri dahil) 3 pg/kg, bebekler i¢in 6zel tibbi
amagh diyet gidalar ve bebek/kii¢iik ¢ocuk ek gidalarda 0,5 pg/kg olarak
belirlemistir (EC, 2006).

Mikotoksinler, karsinojenik, teratojenik, immunotoksik, nefrotoksik ve
ostrojenik etkiler gibi kronik etkilerinden dolay1 insan sagligina zararlidir (Zain,
2011; Coppa ve ark., 2019). Trikotesenlerle deney hayvanlarinda in vivo ve in
vitro yapilan toksikolojik ¢alismalarda g¢esitli toksik etkileri gosterilmistir (Lu ve
ark.,2013). Trikotesenlerle ilgili toksik etkilerden bazilari mitokondriyal

disfonksiyon, protein inhibisyonu, immunosupresyon, sitotoksisite, kan hiicresi



sayisinda degisiklikler olarak sayilabilir (Cano-Sancho, ve ark., 2011). Ayrica
cilt ve mukoza zarinda bozukluk, istahsizlik, kusma, karin agrisi, hemorajik
bozukluklar, kardiyovaskiiler disfonksiyon olarak goézlenmistir (Galbenu-
Morvay ve ark, 2011).

Hububatlarda  mikotoksin  maruziyetinden = kaginmak neredeyse
imkansizdir. Ancak, bu gida {riinlerinde mikotoksin yayginligmnin ve
diizeylerinin tespiti, alimacak Onlemlerle iilkelerin belirledigi mikotoksin
diizeylerinin altina disiiriilmesi ve tiiketicilerin saglik risklerinin 6nlenmesine
imkan saglamaktadir. Bu ¢aligmanin amaci, Tiirkiye’ de satilan hububatlarda
DON ve OTA diizeylerinin UV dedektorlii ve floresans dedektorlii (FLD) HPLC

yontemi ile belirlenmesidir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Hububatlarm Tanimi ve Siniflandirilmasi

Danelerinin biiyiik bir kismi nisastadan olusan, o6giitiildiiglinde un ve
kepek elde edilen; ayrica protein, yag ve mineral maddeleri iceren ve
yetistirilmesinde belirli bir sicaklik istegi olan iirlin grubuna hububat (tahil)
denmektedir. Hububatlar; un, ekmek, makarna, biskiivi gibi bir¢cok yiyecegin
hazirlanmasinda kullanilmaktadir ve bugday, arpa, c¢avdar, yulaf, misir,

piring/celtik olarak tiirlere ayrilmaktadirlar (Elgiin ve Ertugay, 2002).
4.2. Diinya’da ve Tiirkiye’de Hububat Uretimi ve Tiiketimi

Hububat {iretimi, temelde misir iiretimindeki artis nedeniyle 2020/21
déneminde 6nceki déonemin yaklasik %2 tizerinde 2,2 milyar ton seviyesindedir.
Hububat iirtinlerinde bugday, misir, arpa, yulaf, ¢avdar tretiminde artig

kaydedilmistir (TMO, 2020).

Tablo 4.2.1. Diinya hububat bilgileri (milyon ton) (TMO, 2020)

2015/ 2016/ 2017/ 2018/ 2019/ 2020/
16 17 18 19 20 21
Uretim 2.058 2.128 2.142 2.139 2.185 2.226
Tiiketim 2.013 2.126 2.152 2.164 2.190 2.235
Ticaret 346 353 369 364 395 416
Stok 598 658 648 625 617 609

Tablo 4.2.2. Diinya hububat {iretim miktarlar1 (milyon ton) (TMO, 2020)

2015/ 2016/ 2017/ 2018/ 2019/ 2020/

16 17 18 19 20 21
Bugday 740 757 763 732 762 774
Misir 1.023 1.132 1.090 1.129 1.125 1.140
Arpa 150 148 145 139 156 159
Yulaf 22 24 24 22 23 26
Cavdar 13 13 13 11 13 15
Diinya 2.058 2.189 2.139 2.141 2.185 2.226




Diinya bugday tiretimi 2020/21 sezonunda %1,4 artigla 773 milyon ton
olmustur ve bu miktar son birka¢ yilda kaydedilen en yiiksek iiretim miktari
olmustur. Artis bliyiik oranda Rusya, Kazakistan, Avustralya ve Kanada’da
gozlemlenirken, Avrupa Birligi, Birlesik Krallik ve Arjantin’in {iretimlerinde
diistis kaydedilmistir. Bugdayin besin ve yem kullanimindaki artigla bu yillarda
tiiketim %2 artarak 756 milyon tona ulasmistir (TMO, 2021).

Diinya 2020/21 arpa iiretimi, gecen sezonun 2,4 milyon ton lizerinde 158
milyon ton rekor seviyesinde gergeklesmistir. Bu artis biiyiik oranda Avustralya

tiretiminin 4 milyon ton artmasindan kaynaklanmaktadir (TMO, 2021).

Misir, 2020/21 Diinya tiretimi %1 artisla 1,1 milyon ton seviyesine
yukselmistir. 2021/22 sezonunda ekilis alaninda beklenen %]1°lik artigla

tiretimin %35 oraninda artmasi ongoriilmektedir (TMO, 2021).

Diinya piring iiretimi 2020/21 déneminde %]1,3 artarak 503,6 milyon ton
seviyesinde gerceklesmistir. Uretimin yarisindan fazlas1 Cin ve Hindistan’da
yapilmaktadir. Uretimdeki artis 6zellikle Hindistan, ABD ve Tayland’da ekili
alanlarin artisindan kaynaklanmaktadir. 2020/21 donemi diinya piring stoklari
da 175,8 milyon ton ile rekor seviyededir. Tiiketim ise 502,2 milyon ton ile
bugiine kadarki en yiiksek seviyeye ulasmistir. Bu artis tamamen niifus

artisindan kaynakl olup kisi basina tiikketim fazla degismemistir (TMO, 2021).

Ulkemiz, genis bir iiriin yelpazesine imkan veren iklim ve ekolojik
ozellikleri nedeniyle tarimsal iiretim agisindan avantajli bir iilkedir. Hububat
iiriinlerinden temin edilen iirlinlerle gergeklestirilen mamul madde dis ticareti,
iilke ekonomisine énemli bir gelir saglamaktadir. Ulkemiz diinya un ihracatinda

birinci, makarna ihracatinda ikinci sirada yer almaktadir (TMO, 2020).

Tiirkiye, yiiz 6l¢ctimiiniin %29,5°1 (23,14 milyon hektar) ile tarim yapabilir
ozelliktedir. Tarim alanlarinin nadas alanlari hari¢ %67,5’1 tarla ziraatina
ayrilmistir. Bu alanin yaklasik %71’inde (11,13 milyon hektar) hububat
ekilmektedir. Hububat ekim alani igerisinde %62’lik payla ilk sirada bugday,



%28’lik pay ile ikinci sirada arpa ve %6,2’lik payla ii¢iincii sirada misir yer

almaktadir (Sekil 4.2.1) (TMO, 2020).

m Bugday ™ Arpa = Misir  ®Celtik ® Cavdar mYulaf Tritikale
Sekil. 4.2.1. Tiirkiye tahil ekim alanlar1 (%)

4.3. Hububatlarin Besin Ogesi Bilesimi ve insan Beslenmesindeki

Onemi

Hububatlar, diinyada genellikle tiim iilkelerin temel besini olmasi
nedeniyle siklikla zenginlestirilebilen iiriinlerdir ve ortalama giinliik enerjinin
%50’sini saglamaktadirlar. Tiirkiye’de hububatlar ve tiirevleri giinliik kalorinin
%58’ini karsilamaktadir ve giinliik ortalama 3500 kalorilik enerjinin %44’i
ekmekten, %14’ bulgur, makarna ve piringten gelmektedir. Hububatlar insan
beslenmesinde 6nemli rol oynamakta olup; spesifik karbonhidratlar, protein,

lipid, lif ve genis vitamin ve mineral kaynagidirlar (Kockova ve Valik, 2011).

Diinya ¢apinda beslenmede ana enerji, karbonhidrat ve bitkisel protein
kaynag1 olarak dnem arz eden hububatlarin sadece %41°1 insan tiiketimi, %35
kadar1 ise hayvan yemi i¢in kullanilmaktadir. Hububatlarin, ¢evresel olarak
stirdiiriilebilir ve saglikli bitkisel protein kaynagi olarak siirdiiriilebilir bir besin

sistemine gegiste 6nemli bir rol oynayacagi diisiiniilmektedir (Davies, 2020).

Hububatlar, insan diyetinde uzun zamandir diyet lifi de dahil en 6nemli
karbonhidrat kaynagi olarak kabul edilmistir; ancak protein alimina katkilar1 ¢ok
az ilgi gormistiir. Yetigskin popiilasyonlarda tiiketilen hububat miktarina ve
kalitesine bagli olarak 6nemli bir enerji (alinanin %30’u), protein (%25-30),

karbonhidrat (%40-45, lif (%40-45) ve tiamin (%25-35), folat (%30-35), demir



(%40-45), kalsiyum (%10-30, selenyum (%20) gibi vitamin ve minerallerin
kaynagidir (McKevith, 2004).

Bitkisel protein kaynaklari tiikketimi ile hastalik veya 6liim riski arasindaki
iligki ¢aligmalarda nadiren ele alinmaktadir. Ancak, bitkisel protein ile hayvansal
protein tiiketiminin hastalik riski ile arasindaki iliskiyi arastiran caligmalar;
yiiksek hayvansal protein alimi ile artmis kardiyovaskiiler hastalik ile
iliskilendirilirken yiiksek bitkisel protein alimi tiim nedenlere bagl 6liim ve
kardiyovaskiiler hastalik ile ters orantili iliskilendirilmistir (Song ve ark., 2016;
Qui ve Shen, 2020). Bu calismalara ek olarak, 200°den fazla diyet miidahale
calismasi sonucu; hububat ve {iriinlerinin tiiketiminin viicut agirhigini azalttigini,
toplam kolesterolii diisiirdiigiinii, sistolik kan basincini, tokluk glikoz ve insiilin
homeostazini iyilestirdigini ve inflamatuar belirtegleri azalttigin1 gostermistir
(Reynolds ve ark., 2019; Marventano ve ark., 2017; Hajihashemi ve ark., 2019;
Hui ve ark., 2019; Hollender ve ark., 2015).

4.4. Mikotoksinlerin Tanimi, Tarihgesi ve Mikotoksin Cesitleri

Dogada yaygin olan kiifler gelisimi i¢in uygun durumlarda (sicaklik, nem,
vb.) tarimsal iirlinlerde geliserek ve bu irilinlerin kullanimiyla elde edilen
besinler ve yemlerde ¢esitli toksik madde olusturmaktadirlar (Van Egmond,
1989). Bu tarimsal iirlinlerin hasat Oncesi ve hasat sonrasi asamalarda
mahsullerin, 6zellikle hububatlarin kiiflerle kirlenmesi, mikotoksinler olarak
bilinen ikincil toksik metabolitlerin iiretimine yol agabilmektedir (Lee ve Ryu,
2017). Mikotoksin kelimesi Yunanca’da mantar anlamina gelen ‘mykes’ ile
Latince’de zehir anlamima gelen ‘toxicum’ kelimelerinin birlesimiyle
olusturulmustur. Mikotoksinli {irtinlerin tiikketiminden kaynakli insan ve hayvan

saglig1 sorunlarina ‘mikotoksikozis’ denilmektedir (Anonim, 2015).
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Tablo 4.4.1. Baz kiif tiirleri ve bu tiirlerin olusturdugu mikotoksinler (Taydas,

2006)

Kiif tiirleri Mikotoksinler

A flavus, A.parasiticus, A.nomius Aflatoksin B1, B2 (M1, M2)
A.Parasiticus, A.nomius Aflatoksin G1, G2
A.ochraceus, P.viridicatum, P.cyclopium, Okratoksin A

P.verrucosum

P.expansum, A.clavatus Patulin

F.culmorum, F.graminearum, F.sporotrichioides Deoksinivalenol
F.sporotrichioides, F.poae T-2 toksin
F.sporotrichioides, F.poae, F.graminearum Diasetoksisirpenol
F.sporotrichioides, F.culmorum, F.graminearum Zearalenon
F.moniliforme, F.verticillioides Fumonisinler
A.coenophialum Ergopeptine alkaloidleri
A.lolii Lolitrem alkaloidleri
Pithomyces chartarum Sporidesmin

Mikotoksin treten kiifler mikotoksijenik olarak bilinmektedirler. Bazi
kiifler birden fazla mikotoksin iiretebilir ve bazi mikotoksinler de birden fazla
kiif tilirli tarafindan tretilebilmektedirler. Glinlimiizde karserojenik ya da toksik
etkisi olan, 100°den fazla kiif tarafindan iiretilen yaklasik 400 mikotoksin
bilinmektedir (Luo ve ark., 2018). Baslica mikotoksinler, Aspergillus,
Penicillium, Alternaria, Claviceps ve Fusarium tiirleri tarafindan {retilen,
aflatoksinler, deoksinivalenol, T-2 toksin gibi trikotesenler, fumonisinler,
zearalenon ve okratoksin A'dir (Amirahmadi ve ark., 2019; Udovicki ve ark.,
2018). Ulkemizde mikotoksin sorunu ilk olarak Kanada’ya 1967 yilinda ihrag
edilen findiklarin aflatoksin miktarinin limitlerin iizerinde olmasi tespitiyle geri

cevrilmesiyle raporlanmistir (Artik, 2007).
4.5. Mikotoksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Mikotoksijenik kiifler, diinyadaki tarimsal bdlgelerin ¢ogunlugunda
yaygin goriilen patojenlerdir. Cok cesitli etkenlerde mevcut olup biiyiiyebilirler

ve farkli etkiler altinda mikotoksin iiretimlerini gerceklestirebilirler.
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Mikotoksinler ile kontaminasyon genellikle tarlada baslayip hasat, kurutma ve
depolama gibi asamalarda artis gosterebilir ve besin zincirinin farkl

noktalarinda da olusabilmektedir (Igbal ve ark., 2018; Dauo ve ark., 2021).

Tarladaki nem ve sicaklik bagta olmak tizere iklimsel kosullar mikotoksin
gelisimini, hayatta kalmasini, sikligini ve sonrasindaki toksin birikimini 6nemli
olgtide etkilemektedir (Doohan ve ark., 2003). Kiif gelisimi i¢in optimal kosullar
her daim mikotoksin iiretimine yol agmamakla birlikte, genellikle 25-30 °C
arasindaki sicaklik, 0,78’den yiiksek su aktivitesi, %88-95 arasindaki bagil nem,
asidik pH gibi faktorler kiif gelisimi ve sonrasinda mikotoksin iiretimi igin uygun

sartlar olarak kabul gormektedir (Dauo ve ark., 2021; Thanushree ve ark., 2019).
4.6. Mikotoksinlerin Insan ve Hayvan Saghg Uzerine Etkileri

Fusarium kiifleri toprakta yaygin olup trikotesenler, ZEN ve fumonisler
gibi bir takim farkli toksin tiretmektedirler. Kiiflerin ve toksinlerin olusumu bazi
hububat tiirlerinde meydana gelebilmektedir. Fusarium tiirlerinin irettigi ¢ok
cesitli toksik bilesikler arasinda en biiylik ekonomik etki DON ve tiirevleriyle
ilgilidir. Belirli hububatlar farkli fusarium toksinleri ile iliskilendirilir. Ornegin
hem DON hem de ZEN siklikla bugday, T-2 ve HT-2 toksinleri yulaf ve
fumonisinler musir ile iligkilidir (WHO, 2018; Munkvold, 2017). Trikotesenler,
insan saglig1 i¢in akut toksik olup ciltte ani tahrig, bagirsak mukozasinda hizli
bir sekilde tahrise neden olup ishale yol acabilmektedirler. Hayvan sagliginda
ise rapor edilmis kronik belirtiler, bagisiklik sisteminin baskilanmasini
icermektedir. ZEN, hormonal, Ostrojenik etkilere sahip oldugundan dolay1
ozellikle domuzlarda ytiksek alimi kisirliga neden olabilmektedir. Fumonisinler
ise insanlarda 6zofagus kanseri, hayvanlarda karaciger ve bobrek toksisitesi ile

iliskilendirilir (WHO, 2018).

Tarihte ilk olarak belirlenen mikotoksizkozis olayr ‘Kutsal Ates’ ya da
‘Aziz Anthony’nin Atesi’ olarak bilinen ergotizm hastalifidir. Ergoztizm,
Claviceps purpurea toksinleri ile kontamine olmus c¢avdar ve diger tahil
tanelerinden yapilan ekmek irlinlerinin tiikketimi sonucu, Orta Cag’ da

Avrupa’da ortaya ¢ikmistir (Thrane, 2001). 1890 yilinda Japonya’da, kardiyak
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beriberi hastalig1 (sar1 piring hastalig1) ortaya ¢ikmistir. Bu hastalik, Penicillium
kiifleri tarafindan tretilen bir nérotoksin olan sitreoviridinin neden oldugu bir
hastaliktir. Erkeklerin ‘sar1 piring’ yemesi sonucu kusma, kaslarda istemsiz
kasilmalar ve kas fonksiyon kaybina neden olmustur. Hastalik belirtilerinden

sonra 1-3 giin sonra dliimlerin meydana geldigi rapor edilmistir.

DON, ilk olarak 1972 yilinda Japonya’da kesfedilmesinden sonra
baslangicta RD toksin olarak isimlendirilmistir. Daha sonra F. graminearum ile
kontamine olmus musir triinlerinden izole edilen DON, domuzlarda kusma ile
iligkilendirilerek “vomitoksin” adini almistir. Hayvanlarin DON’a kars1 akut ve
kronik maruziyeti cesitlilik gostermekle birlikte, en duyarli hayvan tiiriiniin
domuzlar oldugu bildirilmistir. Onu fare, sican, kiimes hayvanlari, gevis getiren
hayvanlar, evcil hayvanlar (kediler ve kopekler) ve baliklar (somon) takip
etmektedir (EFSA, 2013). DON ile akut olarak yiiksek miktarda maruz kalan
deney hayvanlarinda kusma, ishal, lokositoz, kanama, dolasim soku ve
nihayetinde 6liim gozlenebilmektedir. Kronik diisiik doz toksititesi ise agirlik
kaybi, diisik agirlhik alimi, besinsel emilim bozukluklari, noéroendokrin
degisiklikler ve immiinolojik degisiklikler ile karakterize edilebilmektedir
(Maresca, 2013). Asya iilkelerinde rastlanan vakalarda DON akut maruziyet
sonrasi, insanlarda mide bulantisi, kusma, ishal, bas ve karin agrisi, ates gibi
belirtilere rastlanmis olup, 6liim olayr rapor edilmemistir. DON’un kronik
maruziyeti sonrast insanlarda gosterdigi etkiler ile ilgili yeterli kanit

bulunmamaktadir (EFSA, 2017b).

Okratoksin A, genellikle mahsiillerin depolanmasi sirasinda olusur ve
hayvanlarda bazi toksik etkilere neden olmaktadir. Ozellikle bobrek hasari
gbozlemlenmekle beraber toksinin fetal gelisim ve bagisiklik sistemi tizerinde de
etkileri olabilmektedir. Hayvanlarda OTA maruziyetine bagl olarak bobrek
toksisitesi ve bobrek kanseri gelisimi kanitlanmistir. Ancak insanlarda bobrek
iizerindeki etkileri gézlemlenmis olmasina ragmen bu iliski belirsizdir (WHO,
2018; Malir ve ark., 2016). Diinyadaki 6nemli vakalar arasinda, Balkanlar’da
Aspergillus ochraceus tarafindan olusturulan OTA’nin neden oldugu Balkan

endemik nefropatisi (BEN) ve Rusya’nin Orenburg bolgesinde 1942-1947 yillar
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arasinda binlerce insanin Olimiine neden olan Fusarium sporotrichioides

toksinlerinin yol a¢tifi Alimentary Toxic Aleukia (ATA) gelmektedir (Froquet
ve ark, 2001; Sherif ve ark, 2009).

Besin kaynakli mikotoksinlerin etkileri akut olup, bu kontamine besinlerin
tiikketilmesinden hemen sonra ciddi hastalik semptomlar1 ortaya ¢ikmaktadir.
Uzun vadede etkileri ise kanser olusumunun uyarilmasi ve immun yetmezlik ile
iliskilendirilmektedir. =~ Tanimlanan  yiizlerce = mikotoksinden  &zellikle
aflatoksinler, OTA, patulin, trikotosenler (DON, nivalenol, T-2 ve HT-2 toksin),
zearalenon ve fumonisinin insan saglig1 agisindan en fazla tizerinde durulan

mikotoksinler olmustur (Bbosa ve ark., 2013; WHO, 2018).
4.7. Deoksinivalenol Yapisi, Ozellikleri ve Metabolizmasi

C8 pozisyonunda bir karbonil grubu ile karakterize olan DON’un yaygin
bilinmekte olan adi trichothec-9-en-8-one,12,13-eposi-3,7,15-trihidroksi-
,3a, 7o’ dir. Molekiil formiilii ve molekiil agirligi sirasiyla, C15H2006 ve 296,32 g
mol-1 olan DON’un Chemical Abstracts Service (CAS) numaras1 51481-10-
81°dir. DON, su ve sulu metanol, asetonitril ve etil asetat gibi bazi polar organik
coziciiler ile ¢oziinmektedir (EFSA, 2004). DON-3G yapisinda bir glikozitin
varlig1 ana toksine kiyasla molekiiliin polaritesinde artisa neden olurken, 3-Ac-
Don ve 15-Ac-DON’da bir asetil grubu varligi ana molekiile gore polaritede
azalmaya yol agmaktadir (Maresca, 2013). DON, asetil tiirevleri ve DON-3G
kimyasal yapilar1 Sekil 4.7.1°de gosterildigi gibidir.

CH;
Ry
R1 R:
DON -OH -OH
[n] 3-Ac-DON -0Ac -OH
15-Ac-DON -OH -0Ac
DON-3G -Ogluc -OH

Sekil 4.7.1. DON, asetil tiirevleri ve DON-3G kimyasal yapilar1
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DON c¢ogunlukla hububat tanelerinin dig govdelerine baglanmasiyla,
tanelerin temizlenmesi, kabuk ayiklama islemi, kepek gibi tahillarda bu toksinin
miktarinda belirgin artislara yol agmaktadir. DON’da diger mikotoksinler gibi
1s1l igleme kars1 stabil bir yap1 olup, besin prosediirlerinde {iriiniin nem igerigine

de bagli olarak kismi pargalanmaya ugramaktadir (EFSA, 2017b).
4.8. Deoksinivalenol Ureten Kiifler ve Gelisme Sartlar

F.graminearum ve F.culmorum kiifleri tarafindan iiretilen DON, B tipi bir
trikotesendir. DON o6zellikle 1liman iklimlerde yetisen tahil ve tahil bazli
iiriinlerde (malt, bira, ekmek vb.) yaygin olarak karsilasilan mikotoksin tiiriidiir
(Marin ve ark., 2013). Tahillarda DON kontaminasyonu iklim, sicaklik ve nem
ile bagli olarak degisiklik gostermektedir. Olusumu i¢in optimum sicaklik aralig

21-29 °C ve >%20 nem degerleridir (EFSA, 2015).

DON ve tiirevleri olan 3-Ac-DON, 15-Ac-DON ve 3,15-Ac-DON bugday,
arpa, yulaf, cavdar ve misir basta olmak iizere ¢esitli hububat ve hububat
kaynakli besinlerde birlikte bulunabilirler. DON asetil tiirevleri, DON {ireticisi
kiiflerin farkli suslar1 tarafindan sentezlenebilmektedir ve ana bilesik olan
DON’dan daha diisiik miktarlarda sentezlendigi belirtilmektedir (Gilbert ve ark.,
2014).

Tahil ve yem maddelerinde DON-3G, 3-Ac-DON ve 15-Ac-DON
konsantrasyonlarinin DON’a nispi oranlarinin sirastyla %20, %10 ve %15
oldugu belirtilirken, bira ve benzeri diisiik alkollii igeceklerde DON-3G

miktarinin DON miktarina nispi oraniin %80’e ¢ikabilecegi belirtilmektedir
(EFSA, 2017b).

4.9. Okratoksin A’nin Yapisi, Ozellikleri ve Metabolizmasi

Okratoksinler (OTA, OTB ve OTC), 6zellikle P.verrucosum, A.ochraceus
ve A.carbonarius olmak iizere Penicillium ve Aspergillus cinsinin farkli tiirleri
tarafindan sentezlenen ikinci metabolitlerdir (EFSA, 2006). Okratoksinler ilk
olarak 1965 yilinda Giiney Afrika’da mantar Kkiiltiirlerinden tanimlanip
karakterize edilmis ve OTA, OTB ve OTC olmak iizere {i¢ tiirevi oldugu
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belitlenmistir (Atumo, 2020). Ozellikle depolama asamasinda besinlerde en
yaygin gorllen kontaminantlardan olup, insanlarda ve hayvanlarda zararh

etkileri olan baslica formdur (Wu ve ark., 2011, Készegi ve Poor, 2016).

Farkli kiiflerin toksik metabolitleri olan okratoksinlerin yapilari, amid bag
yolu ile L-fenilalanine baglanmis bir dihidroizokumarin kismindan
olusmaktadir. OTB disinda OTA ve OTC bir paraklorofenol kismida
icermektedir. OTC’nin OTA’dan farki ise yapisinda fazladan bir etil ester
bulundurmasindandir (Atumo, 2020, Készegi ve Poor, 2016). OTA’dan olusan
tiim metabolitlerin ana bilesikten daha az toksik oldugu bildirilmistir (Gupta ve
ark., 2018). OTA beyaz ve renksiz, kokusuz, 1siya dayanikli, kristal kat1 bir
maddedir ve suda c¢oOziinlrligli zayiftir. Yapist nedeniyle giiclii floresans
ozelligine sahip olup alkali kosullarda mavi floresans, asidik kosulda ise yesil

floresans 6zellik gostermektedir (Janik ve ark., 2020; Készegi ve Poor, 2016).

o OH
@\oior‘o I i Q\I i @i
O es
ey “CHy
Cl

Okratoksin A Okratoksin B
H3C\|
o o)
©\/T o OH o
NH | (o]
“CH,
Cl
Okratoksin C

Sekil 4.9.1. Okratoksinlerin kimyasal yapilari

Hayvanlarda ve insanlarda OTA bobrek, karaciger ve bagirsaklarda
metabolize edilmektedir. Hidroliz, hidroksilasyon, konjugasyon ve lakton
acilmasi OTA’nin baslica metabolik yollaridir ve ¢esitli okratoksin metabolitleri
olusabilmektedir (Wu ve ark., 2011). OTA’nin gastrointestinal sistemden
emildikten sonra dolasimdaki yaklasik %99’luk kismi, ¢ogunlugu albiimin
olmak iizere yiiksek afinite ile plazma proteinlerine baglanir. Bundan dolay1

OTA’nin kanda yarilanma 6mrii yiiksek olup yaklasik bir aydir (Malir ve ark.,
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2013; Capraro ve Rossi, 2012; Ozgelik ve ark., 2001). Emilimi takiben toksinin
konsantrasyonu alinan doz, maruz kalma yolu ve siiresi gibi degiskenlerle

birlikte tiire 6zgii faktorlere de baghidir (Ringot ve ark., 2006).
4.10. Okratoksin A Ureten Kiifler ve Gelisme Sartlar

Okratoksin A, Aspergillus (A. carbonarius, A. foetidus, A. lacticoffeatus,
A. ochraceus, A. niger, A. sclerotioniger, A. steynii, A. tubingensis, A.
westerdijkiae) ve Penicillium (P. nordicum, P. verrucosum) cinsinin gesitli
toksijenik kiif tlirleri tarafindan, ikincil metabolit olarak dretilen bir

mikotoksindir (Malir ve ark., 2013).

OTA olusumunu etkileyen en 6nemli faktdrler su varligi ve sicakliktir. Su
aktivitesi, besin degeri yiiksek substratlar iizerinde kiif olusumunu, ¢cimlenmesini
ve biiyiimesini etkileyen en 6nemli faktorlerden biridir (Atumo, 2020; Naresh ve
David, 2005). Penicillium verrucosum tarafindan iretilen OTA’nin
kontaminasyonunun, 0,95 su aktivitesi ve 25°C sicaklikta meydana geldigi
gosterilmistir. OTA firetimi i¢in optimum sicaklik A. ochraceus, A. carbonarius
ve A. niger i¢in sirastyla 25-30°C, 10-20°C ve 20-25°C olarak belirtilmistir ve
su aktiviteleri 0,95-0,99, 0,82, 0,77 olarak saptanmistir (Atumo, 2020).

OTA kimyasal olarak kararlidir ve normal sicakliklardan 6énemli 6lgiide
etkilenmemektedir. Genellikle 1siya dayanakli olup, firinlama ve kavurma
islemlerinin toksin igerigine yaklasik %20 azaltici etkisi oldugu ve kaynatmanin
higbir etkisi olmadig1 bildirilmistir (Malir ve ark., 2013). Ug saat boyunca
121°C'deki yiiksek basingli buhar sterilizasyonuna kars1 direng gosteren OTA,
pisirme sirasinda tamamen kaybolmaz. Ayrica 250°C'de bile OTA’da sadece

kismen bozunma gergeklestigi bilinmektedir (Készegi ve Pooér, 2016).
4.11. Hububatlarda Deoksinivalenol ve Okratoksin A Varhg

Mikotoksinler ile ilgili diinyada ilk c¢aligmalar hububatlar {izerine
yapilmustir. 1900°li yillarin basinda kiiflerin {irettigi penisilinlerin kesfinden
sonra, arastirmacilar antibiyotik konusundaki caligmalarini da arttirmislardir

(Celik, 2008). Baslangicta antibiyotik olarak kabul edilen bazi kiif metabolitleri
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sonradan toksik madde olarak kabul edilmis ve toksinler olarak

siniflandirilmiglardir (Peraica ve ark., 1999).

Fas’ta yapilan bir arastirmada 80 adet durum bugdayr DON ve ZEA
yoniinden incelenmistir ve 80 6rnegin 4’tinde 121-1480 pg/kg arasinda DON
kontaminasyonu tespit edilmistir (Blesa ve ark., 2014). 2006-2007 yillar
arasinda Italya’da misir 6rneklerinde DON, aflatoksin ve ZEA arastirilmustir.
Aragtirma sonucunda; 6rneklerin tiimiinde 197-3980 pg/kg diizeyleri arasinda
DON saptanmustir (Covarelli ve ark., 2011). Ispanya’nin gesitli bolgelerinde
bulunan marketler ve perakendecilerden temin edilen farkli markalardaki 182
adet hububat bazl1 ve glutensiz tirlinler DON y6niinden analiz edilmistir. Bugday
bazli 119 iiriiniin %79,8’inde DON kontaminasyonuna maksimum 83,2 pg/kg’a
ulasan diizeylerde rastlanmistir. 23 adet piring 6rneginin %13’{inde DON tespit
edilmistir ve maksimum 5,5 pg/kg’a ulasan diizeyde Ol¢iilmiistiir. Ayni
aragtirmada 17 musir 6rneginin %29,4’tinde maksimum 22,1 pg/kg’a ulasan
DON tespit edilmistir (Rodriguez ve ark., 2014). Litvanya’da 2006-2007 dénemi
hasat zamanlarinda kislik ve baharlik toplam 125 adet bugday, arpa ve ¢avdar
numuneleri ELISA metodu ile DON agisindan incelenmistir. 2006 y1l kislik 32
adet 6rnekte 223 pg/kg, baharlik 32 6rnekte 100-231 pg/kg arasi, 2007 yili kislik
28 ornekte 146,3-171,3 pg/kg arasi, baharlik 33 6rnekte 138-445 ng/kg arasi
diizeylerde DON kontaminasyonu tespit edilmistir (Mankeviciené ve ark.,
2011). 2014 yil1 hasat mevsimi boyunca Romanya’nin giineyindeki 4 bolgeden
31 adet tam bugday unu ve 35 adet beyaz bugday unu dahil toplam 66 adet
ornekte DON varlig1 arastirilmigtir. Arastirma sonucu; 31 tam bugday orneginin
8’inde (110-1787 pg/kg), 35 beyaz bugday unu 6rneginin 1’inde (190 ug/kg)
DON saptanmustir (Stanciu ve ark., 2017). Italya’da marketlerden temin edilen
2 bebek mamasi ve 27 durum bugdayr makarnasi olmak iizere 27 adet ornek
incelenmistir ve orneklerin tamaminda 20,89-247,27 pg/kg diizeyleri arasinda
DON tespit edilmistir (Tolosa ve ark., 2017). Iran’da 34 bugday 6rnegi ile
yapilan bir arastirmada; Orneklerin 8’inde DON (1,2-1746,5 ng/kg), 3’iinde
OTA (1,9-41,5 pg/kg) tespit edilmistir (Sadhasivam ve ark., 2017). Ontario’da
2008-2009 yillar1 arasinda toplanan 100 adet hububat 6rneginde (25 kislik
bugday, 15 baharlik bugday, 15 misir, 10 yulaf, 20 arpa, 15 cavdar) DON
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kontaminasyonu arastirilmistir. Arastirma sonucu; 25 adet kislik bugdayin
tamaminda (1,044-982 ng/g), 15 adet baharlik bugdayin tamaminda (1,207-122
ng/g), 15 musir 6rneginin 14’tinde (1,041-989 ng/g), yulaf 6rneklerinin 6’sinda
(22-71 g/g), arpa 6rneklerinin tamaminda (1,071-973 ng/g), ¢avdar 6rneklerinin
tamaminda (87-500 ng/g) DON tespit edilmistir (Martos ve ark., 2010).

Hububat ve hububat bazli iirinlerin OTA {iretimi i¢in olduk¢a uygun
substratlar oldugu disiiniilmektedir (Gonzalez-Osnaya ve ark., 2007). OTA
tarim triinlerinden ilk olarak 1969 yilinda misirda saptanmistir (Shotwell ve
ark., 1969). Cogunlukla misir, bugday, yulaf, arpa, cavdar, piring, kuru
meyveler, sarap, bira, bebek mamasi gibi cesitli iirlinlerde OTA bulunmaktadir
(Nguyen ve Ryu, 2014). Bulgaristan, Romanya ve Tuna Nehri kiy1 bolgelerinde
goriilen Balkan Endemik Nefropatisi ile iliskili OTA’nin, bu bolgelerde
incelenen hububat 6rneklerinde (n=765) OTA kontaminasyon sikligi %3,1 ve
OTA konsantrasyonu 11,8 pg/kg’a ulasan seviyelerde bulunmustur (Tunail,
2000). Tiirkiye’de yapilan bir ¢aligmada bugday, misir, misir unu, yulaf gevregi,
yulaf ezmesi ve miisli 6rneklerini iceren 100 adet 6rnekte OTA incelenmistir.
Orneklerden 1 adet asurelik bugday (0,27 pg/kg), 2 adet misir (1,79 ve 9,84
ng/kg) ve 1 adet yulaf ezmesinde (4,19 pg/kg) OTA tespit edilmistir (Karagozli
ve Karapinar, 2000). Slovakya’da hububatlarda yapilan bir ¢alismada; 92 adet
bugday orneginin %75,8’inde (0,02-160 pg/kg) ve 51 adet misir Orneginin
%33,3’tinde (0,02-40 pg/kg) OTA saptanmistir (Puntari¢ ve ark, 2001).
Ulkemizin Bursa ilinde ¢esitli market, firmn ve Tiirk Silahli Kuvvetleri’nin farkli
birliklerinden saglanan 34 bugday unu, 14 tam bugday unu ve 10 misir unu
ornekleri OTA bakimindan incelenmistir ve tespit edilen OTA miktarlar
sirastyla 6,89, 9,3 ve 6,39 ug/kg olarak tespit edilmistir (Cengiz ve ark., 2007).
Erzurum’da tiiketilmekte olan 50 bugday unu 6rneginde OTA analizi yapilan bir
calismada; orneklerin %90’inda OTA saptanmustir. 0,625-3 pg/kg degerleri
arasinda bulunan 5 pozitif 6rnegin Tiirk Gida Kodeksi’ne gore kabul edilebilir
sinirlarm (3 pg/kg) altinda oldugu belirtilmistir (Ozturan ve ark., 2007). Yine
ilkemizin Kayseri ilinde ¢esitli hububat {irtinlerinde (25 adet tam bugday unu,
25 adet piring ve 25 adet bulgur) OTA kontaminasyonu arastirilmistir. Arastirma
sonucunda; bugday unu Orneklerinde 1011,84-14,66 g/kg, pirin¢ orneklerinde
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381,93-153,76 g/kg, bulgur orneklerinde 548,80-158,53 g/kg degerleri arasinda
OTA tespit edilmistir (Seviktiirk ve Goniilalan, 2007). Adana’da marketler ve
kiiciik diikkanlardan saglanan 24 kahvaltilik gevrek, 24 hububat bazli bebek
mamast ve 35 bira 6rneginde HPLC-FD yontemiyle OTA varlig1 incelenmistir.
Kahvaltilik gevreklerin %38’inde (0,172-1,84 ng/ml), hububat bazli bebek
mamalarmin %17’sinde (0,122-0,374 ng/ml) ve bira 6rneklerinin %14 {inde
(0,012-0,045 ng/ml) OTA tespit edilmistir (Ozden ve ark., 2012). Ispanya’da
yapilan bir arastirmada misir, bugday, piring ve arpa drneklerinde sirasiyla %4,7
(ortalam 0,1 pg/kg), %64,2 (ortalama 0,43 pg/kg), %87,5 (ortalama 0,16 pg/kg)
ve %57,7 (ortalama 0,1 pg/kg) OTA saptanmustir (Vidal ve ark., 2013). Cin’de
yapilan bir bagka calismada 65 adet hububat o6rneginde OTA varlig
arastirdmistir.  Bugday Orneklerinin  %36,36’sinda (4,248 ng/g), muisir
orneklerinin %26,08’inde (7,366 ng/g), piring orneklerinin %15’inde (3,382
ng/g) OTA bulunmustur (Zhang ve ark., 2011). Juan ve arkadaglarinin (2008)
Ispanya ve Portekiz’den temin ettigi 83 adet organik ve organik olmayan piring,
bugday, arpa, cavdar, misir ve yulaf 6rneklerinde OTA analizi yaptig1 ¢alisma
sonucunda; 18 ornekte 0,2-27,10 pg/kg degerleri arasinda OTA igerigi
saptamistir. Kontamine 18 6rnegin %72’si organik hububat ve %?28’i organik
olmayan Ornek grubuna ait oldugu tespit edilmistir. 2007-2008 hasat yillart
arasinda Ispanya’nin kuzey bolgesi Navarra’da 123 arpa 6rnegi ile yapilan bir
arastirmada; 6rneklerin %58’ inde maksimum 3,53 pg/kg’a ulasan diizeyde OTA
tespit edilmistir (Ibanez-Vea ve ark., 2012).

4.12. Hububatlarda Deoksinivalenol ve Okratoksin A Miktarini

Belirleyen Yasal Diizenlemeler

Mikotoksinlerin kesfinden bugiine tiiketicileri mikotoksinlerin zararli
etkisinden korumak amaciyla pek ¢cok gelismis/gelismekte olan iilkelerde ¢esitli
maksimum limit degerleri belirtilmistir. Bu konuda ilk olarak, 1993 yilinda
Avrupa Birligi (AB)’nde halk sagligini korumak amaciyla belirli kontaminantlar
icin maksimum tolerans limitlerinin olusturulmasi gerektigi karart ‘Council
Regulation (EEC) NO 315/93’ sayili tiiziiglinde verilmistir (EEC, 1993). 2006
yilinda yayimlanan AB ‘Commision Regulation (EC) No 1881/2006 sayili
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tiiztiglinde ise OTA, FUM, DON, ZEA ve PAT ile ilgili ¢esitli besinlerde
bulunmasina izin verilen maksimum limit degerleri belirlenmistir (EC, 2006).
Bununla birlikte FAO ve WHO tarafindan tiiketici sagligin1 korumak ve besin
ticaretinde adil uygulamalart tesvik etmek amaciyla kurulan Kodeks
Alimentarius Komisyonu (CAC) standartlar1 kiiresel olarak kabul gérmektedir.
Her iki komisyonda belirli besinlerdeki bazi mikotoksinler i¢cim maksimum

limitler belirlemenin yami sira, resmi kontroller igin ornekleme ve analiz

metotlarini da belirlemislerdir (EC, 2006; WHO, 2019).

Insan ve hayvan saglig1 igin risk igeren bu ikincil metabolitler dogal olarak
ortaya ¢iktigindan gida {riinlerinden tamamen uzaklastirilmasimin ¢ok zor
oldugu bilinmektedir. Baz1 gida tiriinlerinde en yaygin bulunan ve tiim diinyada
kabul edilebilir azami seviyeler belirlenmistir. Tiiketicilerin korunmasi, iyi tarim
ve isleme uygulamalarinin ardindan mikotoksin seviyeleri tolere edilebilir
olglide tutulup takip edilmektedir. Mikotoksinler ve gidalardaki izin verilen
maksimum limit diizeyleri iilkeler aras1 onemli dl¢iide farklhilik géstermektedir.
Mikotoksinlerin iilkelere gore baz {iriinlerdeki tolere edilebilir miktarlar1 Tablo

4.12.1°de gosterilmistir (Anfossi ve ark., 2016).
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Tablo 4.12.1. Bazi gidalarda bulunabilecek mikotoksinlerin iilkelere gore tolere

edilebilir seviyeleri (Anfossi ve ark., 2016)

Mikotoksin Gida Ulke Maksimum
tolere edilebilir
seviyeler?
(ng/kg)

Aflatoksinler Yagh AB 4-152 (2-122
tohumlar, aflatoksin B1)
findik, kuru Avustralya, Kanada, GCC (15 aflatoksin
meyveler, Nijerya, Yeni Zelanda, B1)
tahillar, Giliney Afrika
baharatlar ABD, Brezilya, 20
MERCOSU
Hindistan 30
Deoksinivalenol Tahillar, AB 500-17508
unlu Brezilya 750-30002
mamuller Rusya 700-1000
Kanada, Cin, Hindistan 1000
Japonya, ABD
Fumonosinler Misir AB, Norveg, Isvigre 800-4000?
ABD 2000-4000?
Brezilya 2000-5000?
Okratoksin A Tahillar, AB, Misir 2-108
kuru Cin, GCC, Kenya 5
meyveler, Nijerya, Rusya
kahve, Hindistan 20
kakao, sarap, Brezilya 2-308
bira, liziim Uruguay 50
suyu, baharat
T-2ve HT-2 Tahillar AB Izin verilmiyor
Rusya 50-100?
Zearalenon Tahillar, AB 75-4002
unlu Brezilya 200-1000?
mamuller, Cin, Rusya, Sili 2000002
misir yagi

3 Uriine gore degisir (en diisiik — en yiiksek maksimum tolere edilebilir seviyeler)

AB: Avrupa Birligi

ABD: Amerika Birlesik Devleti

GCC: Korfez Ulkeleri Isbirligi Konseyi (Gulf Cooperation Council)
MERCOSUR: Giiney Amerika Ortak Pazar1 (Mercado Comun del Sur)

Ulkemizde 29.11.2011 tarihinde 28157 sayili (3. Miikerrer) Resmi

Gazete’de yayimlanan ‘Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi’nde riskli

gida maddelerindeki bulasanlarin maksimum limitleri belirlenmistir (TGK,

2011). DON ve OTA i¢in TGK Yonetmeligi’nde yer alan maksimum limit

degerleri Tablo 4.12.2°de gosterilmistir.
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Tablo 4.12.2. DON ve OTA’a ait maksimum limit degerleri (TGK, 2011)

Guda Deoksinivalenol
_ (ng/kg)
Islenmemis tahillar (durum bugdayi, yulaf ve misir 1250
harig)
Islenmemis durum bugday1 ve yulaf 1750
Islenmemis musir (1slak dgiitiilecekler harig) 1750
Tahillar, tahil unlar, kepek ve riiseym (dogrudan 750
insan tiiketimine sunulan)
Makarna 750
Ekmek (hafif firincilik driinleri dahil), pastacilik 500
triinleri, biskiivi, tahil ¢erezleri, kahvaltilik tahillar
Bebek ve kiigiik cocuk ek gidalar 200
500 mikrondan biiyiik eleklerden gegirilerek lretilen 750

misirin kabaca ogiitiilmesinden elde edilen kiigiik
pargalar ve musir irmigi veya misirdan elde edilen
pelleter ve dogrudan insan tiiketimine sunulmayan
500 mikrondan biiyiik eleklerden gegirilerek liretilen
misir veya misir Uriinlerinin kabartilmas1 veya
kavrulmas: suretiyle elde edilen gida maddeleri

500 mikrondan kii¢iik ve esit eleklerden gegirilerek 1250
iretilen misir unu ve dogrudan insan tiiketimine
sunulmayan 500 mikrondan kiigiik ve esit eleklerden
gecirilerek tretilen misir veya misir riinlerinin
kabartilmas1 veya kavrulmasi suretiyle elde edilen
gida maddeleri

Okratoksin A (ng/kg)

Islenmemis tahillar 5
Islenmemis tahildan elde edilen tiim diriinler 3
(dogrudan insan tiiketimine sunulan tahillar ve

islenmis tahil {irtinleri dahil)

Bebekler icin 6zel tibbi amacl diyet gidalar 0.5
Bebek ve kiigiik cocuk ek gidalar 0.5

4.13. Mikotoksin Analizlerinde Kullanilan Metodlar

Besinler ve yemlerde mikotoksin tayini, uygun Ornek alim planinin
uygulanmasi, 6rnegin homojenize edildikten sonra genellikle sulu organik
coziliciler ile toksinin besin matriksinden ekstraksiyonu, ekstraktin
saflastirilmasi ve tespit ile kantitatif tayini iceren ¢ok adimli bir islemdir.
Mikotoksinlerin besinlerde heterojen dagilim gostermesi nedeniyle, 6rnek lama,
ogiitme ve homojenizasyon basamaklar1 giivenilir analitik sonuclar elde etmede
biiylik 6nem tasimaktadir. Analizlerde ikinci asamayi ekstraksiyon ve ekstrakt

temizleme islemleri olusturmaktadir. Bu asamada, sivi-sivi ekstraksiyonu, kati-
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faz ekstraksiyonu, siiperkritik akigkan ekstraksiyonu, jel gecirgenlik
kromatografisi ve ekstrakt temizleme amaciyla immunoaffinite kolon (IAC)

kullanimi1 yaygindir (K&ppen ve ark., 2010).

Mikotoksinlerin tespitlerinde; ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz
kromatografisi (GC), yiiksek basingli 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 veya yari

kantitatif hizl test yontemleri kullanilmaktadir (Gilbert ve Anklam, 2002).

HPLC yontemi besin ve yemlerde bulunabilecek DON, OTA ve diger
mikotoksin tiirlerinin kalitatif/kantitatif tayininde diinyada kullanilan en yaygin
yontem olarak bilinmektedir. HPLC yontemi, adsorban ile doldurulmus bir
kolondan ayrilmasi istenen tayini yapilan numune karisimini igeren yiiksek

basing altinda gegirilmesi prensibine dayanmaktadir (Sekil 4.13.1)

D t)

. Otomatik
. . .

o i Enjeksiyon

Unitesi

L QU —

Dedektor

Solvent

v

HPLC Kolonu Atk

Sekil 4.13.1. HPLC analizi akis semast

HPLC yontemi ile mikotoksin tayininde durulmasi gereken Onemli
noktalardan birisi, mikotoksin-dedektor iliskisidir. DON analizinde UV
dedektor, OTA analizinde ise FLD kullanilmaktadir (Girelli ve Mattei, 2005).
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5. MATERYAL VE METOD

5.1. Materyal

Materyalimizi olusturan hububatlarin %50’ si Istanbul'daki marketlerden
(markal1 tirtinler) ve %50’ si acikta satis1 yapilan semt pazarlarindan 2020 yilinin
Eyliil ve Ekim aylarinda temin edildi. Toplam 6rnek sayis1 96'dir; bu 6rneklerin
24 adedi asurelik bugday, 24 adedi piring, 24 adedi misir unu ve 24 adedi tam
bugday unuydu. Tim orneklerin orijinleri Tirkiye’nin gesitli bolgeleridir.
Orneklerin toplanmasinda ‘Tiirk Gida Kodeksi Gidalardaki Mikotoksin
Seviyelerinin Resmi Kontrolii i¢in Numune Alma, Numune Hazirlama ve Analiz

Metodu Kriterleri Tebligi (Teblig No:2018/10) esas alinmustir (TGK, 2018).
5.1.1. Orneklerin analize hazirlanmasi

Marketlerden toplanan drnekler en az 250 g olup orijinal ambalajlarinda
ve semt pazarlarindan toplanan 6rnekler en az 500 g olup seffaf poset torbalarda
laboratuvara getirildi. Tim Ornekler satin alinan orijinal paketlerinde
numaralandirildt ve 4+1 °C’lik buzdolabinda analizleri yapilana kadar
bozulmadan saklanmasi i¢in bekletildi. Ornekler bekleme siiresince soguk ve

karanlik ortamda muhafaza edilmis oldu.
5.2. Metod

Tiim hububatlarin DON ve OTA ekstraksiyon analizleri Istanbul Medipol
Universitesi Toksikoloji Laboratuvarinda, deoksinivalenol’iin HPLC analizi
Istanbul Medipol Universitesi, okratoksin A’nin floresans detektorlii yiiksek
basingli s1vi kromatografisi (HPLC-FLD) analizi ise Istanbul Sabahattin Zaim

Universitesi Ar-Ge merkezinde yapildi.
5.2.1. Hububatlarda HPLC ile deoksinivalenol analizi metodu

Bu ¢alismada, DON standardi1 Sigma'dan (D-0156) elde edildi. Kullanilan
tim c¢oziliciler HPLC kullanimi1 i¢in gerekli kalitededir ve standartlarin
hazirlanmasinda Millipore Milli Q-RG'den elde edilen su kullanilarak HPLC
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mobil faz hazirlanmistir. Analiz boyunca kullanilan tim cam malzemeler distile
su ve metanolden gegirildikten sonra etiivde kurutuldu. DON analizi i¢in kat1 faz
ekstraksiyonu, solid phase extraction (SPE) kolonlar 6rneklerin kirliliklerden
temizlenmesi i¢in Omurtag ve Beyoglu'nun calismasinda kullandig1 yontem ile
hazirlandi. 6 mL’lik bos SPE kolona ilk 6nce slizge¢ kagidi (Whatman no:4) alt
kism1 tamamen kapatacak sekilde kesilerek yerlestirildi. Uzerine hassas terazide
tartilan 0,35 g aliiminyum oksit, 0,25 g celite, 0,4 g aktif komiir yerlestirildi. Bu
tabakalarin birbirine karistirilmadan olusturulmasina dikkat edildi. Son tabaka
olan aktif komiiriin {izerine de siizge¢ kagidi (Whatman no:4) diizgiin bir sekilde

yerlestirildi (Sekil 5.2.1.1) (Omurtag ve Beyoglu, 2003).

Stizge¢ kagidi

Celite

Stizgec kagidi

Sekil 5.2.1.1. Aliminyum oksit, celite, aktif kdmiir (0.35 g, 0.25 g 0.40 g). Kartus
¢apt 13 mm. *Whatman No. 4 filtre kagid1.

5.21.1. HPLC ile deoksinivalenol analizinde kullanilan sistem
kosullart ve ekipmanlar

a) Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi Cihazi (HPLC): 220 nm’ de
(Agilent 1100) ayarlanmis degisken dalga boylu UV-goriiniir dedektorlii
bir Model 600 pompali ¢ok solventli dagitim sisteminin (Waters
Corporation, ABD) kombinasyonu.

b) Analiz siiresi: 20 dk

c) Enjeksiyon hacmi: 100 pl

d) Kolon sicaklig: 25 °C

e) Pompa akis hizi: 0,7 ml dk t

f)  HPLC kolonu: C18 (4.6 x 250 mm, 100 A°, 5 ul pargacik biiytikligi,
parca no HX56005269)
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g) Analitik terazi: Radwag — AS 220.R2 (0,1 mg hassasiyetiyle 6lgiim
yapabilen)

h) Yiiksek devirli blender (patlamaya dayanikli): WARING 8011ES
(1000 mL blender kabi ile birlikte, min 18000-max 22000 rpm hizda)

1) Vakum evaporatiirii: Buchi Rotavapor R-100

j)  Whatman No:4 filtre kagidi

k) Siizme hunisi

I) Cesitli hacimlerde balon joje

m) Cesitli hacimlerde Erlenmayer

n) Toplama kabi: Kolon atig1 i¢in cam kap

0) Millipore Millex HV filtresi (0,45 um) tipi Hidrofilik Duropore
(PVDF)

p) Mobil faz siizme aparati: Do-Chrom 300 ml

g) Otomatik pipet: 0-100 ul ve 100-1000 pl arasi ayarlanabilen

r) Vakum manifoldu: Chromabond, REF 730151N

s) HPLC Sartlari: 220 nm, Enjektor: Rheodyne 7725 numune enjektorii
idi. Sicaklik: oda sicakligi, Basing: basing degeri 35 °C’de 155-165 bar
arasinda degisir.

5.2.1.2.  HPLC ile deoksinivalenol analizinde kullanilan kimyasallar
ve hazirlanislart

a) Biitlin ¢ozeltiler: analitik saflikta

b) Kaullanilan su: ultra saf su, HPLC i¢in uygun kalitede

c) Su bidistilasyon cihazi: Millipore Milli Q-RG

d) SPE kolon: 6 mL’lik bos kolona ilk 6nce siizge¢ kagidi (Whatman
no:4) alt kism1 tamamen kapatacak sekilde kesilerek yerlestirildi. Uzerine
hassas terazide tartilan 0,35 g aliiminyum oksit, 0,25 g celite, 0,4 g aktif
komiir  yerlestirildi. Bu  tabakalarin  birbirine  karistirilmadan
olusturulmasina dikkat edildi. Son tabaka olan aktif komiiriin lizerine de
stizgec kagidi (Whatman no:4) diizgiin bir sekilde yerlestirilmistir.

e) Asetonitril: Carlo Elba Uriin no: 73-05-8, HPLC i¢in uygun kalite

f)  Metanol: Carlo Erba Uriin no: 67-56-1, HPLC i¢in uygun kalite

27



g) Ekstraksiyon/seyreltme ¢ozeltileri:  Asetonitril/Su  (21:4, v/v),
Metanol/Su (20:80, v/v)

h) HPLC mobil fazi: Metanol/Su (70:30, v/v)

i) DON standarti: Sigma (D-0156) marka stok ¢ozeltileri, asetonitril
icinde 1 pg/ul konsantrasyonda hazirlandi. Ornek standart ¢dzeltisi daha
sonra metanol/su (20:80 v/ v) i¢inde 0,5 ng/ul ¢alisma standardi ¢ozeltisi
hazirlamak i¢in kullanildi. Hazirlanan stok ¢ozeltilerinin agizlar kapatildi

ve -20°C'de saklandi.

HPLC cihazina verilen hububat &rneklerindeki deoksinivalenol
diizeylerinin saptanmasi amactyla Sigma D-0156 marka DON standardi
kullanildi. Bu standart kullanilarak hazirlanan farkli konsantrasyondaki standart
cozeltiler cihaza verilerek kalibrasyon grafigi olusturuldu. HPLC cihazinda
bulunan Agilent ChemStation veri istasyonu kullanilarak ¢izilen kalibrasyon
grafiklerinin olusturulmasinda 3-5-10-20-40 ng’lik DON standart ¢ozeltileri
kullanild1 ve hububat 6rneklerinde DON varliginin incelenmesinde, hazirlanmis

olan bu kalibrasyon grafiginden yararlanildi.

5.2.1.3. Hububatlarda deoksinivalenol analizi icin numune

hazirlama ve ekstraksiyon

Istanbul piyasasindan toplanan ve el blenderinde 6giitiilen drneklerden;
hassas terazide 50 g tartilip 250 mL asetonitril/su (21:4, v/v) karisimi eklendi.
Waring blender’da (Waring Commercial Laboratory Blender-Waring Products
Division, Torrington, Connecticut, USA) 3 dakika karistirildi ve 30 dakika
bekletildi. Whatman no:4 siizge¢ kagidinda siiziildii. Siiziintiiden 5 ml alindu.
Elde edilen bu ¢6zelti oda sicakligina gelen, 10 ml asetonitril/su (21:4, v/v) ile
on yikama islemi yapilmis SPE kolondan Chromabond marka vakum manifold
araciligryla gecirildi. 10 ml asetonitril/su (21:4, v/v) ile DON eliie edildi.
Asetonitril/su (21:4, v/v)’ lu ekstre dibi yuvarlak balona alindi ve vakum
evaporatoriinde 60°C de kuruluga kadar evapore edildi. DON numune 6zii 1 ml
%20 metanol-su i¢inde ¢6ziildii ve HPLC'den 6nce Millipore Millex HV filtresi
(0,45 um) tipi Hidrofilik Duropore (PVDF) ile filtre edilip viallendi. Viallenen

ornekler, kalibrasyon grafigi hazirlamak i¢in kullanilan ayni kosullar altinda
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HPLC sistemine enjekte edildi ve ikili analiz edildi. DON analiz sonuglarina ait
ortalama ve standart sapma degerleri her bir ornek i¢in ayr1 ayr1 Microsoft

Excel® programinda hesaplandi.
5.2.2. Metod validasyonu

Asurelik bugday, piring, misir unu, tam bugday unu oOrneklerinde
deoksinivalenol varligin1 ve miktarini tespit etmek amaciyla gerceklestirilen
HPLC analizinin metod validasyonu i¢in linearite araligi, linearite esitligi ve
kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayilari (R?)’ndan olusan linearite

verilerinin yani sira, tespit limiti (LOD), 6l¢tim limiti (LOQ) belirlendi.

Kalibrasyon egrisi olusturmak amaciyla 5 farkli konsantrasyonda
hazirlanip ikiser tekrarli olarak HPLC cihazina enjekte edilen kalibrasyon
¢ozeltilerinin i¢erigindeki DON standartlarinin olusturdugu piklerin alanlarinin
hesaplanmasiyla, 5 farkli noktadan olusan kalibrasyon egrisi olusturuldu ve

linearite verileri hesaplandi (Sekil 5.2.2.1).

Kalibrasyon Egrisi-DON
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Sekil 5.2.2.1. Deoksinivalenol kalibrasyon egrisi

Deoksinivalenol igermedigi tespit edilen kor bir 6rnege, DON ara standart
cozeltiden (5 ppb) eklenip geri kazanim sonucu hesaplandi. Cikan degerlerin
ortalama ve standart sapmasi belirlendi ve standart sapmanin 3 kati alinip LOD

degeri, 10 kat1 alinip LOQ degeri bulundu.
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5.2.3. Hububatlarda deoksinivalenol risk tahmini

5.2.3.1.  Maruziyet degerlendirmesi ve risk karakterizasyonu

Bireylerin kontamine olmus besinleri agiz yoluyla tiiketmesi sonucu
ortaya ¢ikan maruziyet risk degerlendirmesi icin, besinlerde tespit edilen DON
konsantrasyonlar1 (pg/kg) ile TUIK Bitkisel Uriin Denge Tablolar1 verilerine
gore lilkemizde ortalama asurelik bugday (17,4 kg/kisi/y1l), piring (8 kg/kisi/yil),
misir (13,1 kg/kisi/yil), tam bugday (82,6 kg/kisi/yil) tiiketim miktarlan ile
carpildi (TUIK, 2019). Daha sonra EFSA tarafindan &nerilen yetiskin bireyler
icin 70 kg ortalama viicut agirligina boliinerek muhtemel giinliik alim (EDI,
estimated daily intake) belirlendi (EFSA, 2012). Her bir calisilan ornek
grubunun ve mikotoksinin muhtemel giinliikk alimin belirlenmesi, asagida

gosterildigi gibi hesaplandi (Ismail ve ark, 2015).

EDI (ng/kg v.a./glin)= [Cm(ng/kg) X K(kg/giin)]

ortalama viicut agirligi (kg)
EDI, Estimated daily intake: muhtemel glinlikk alim

Cm, Concentration of mycotoxins: Besinlerde belirlenen mikotoksinin
ortalama konsantrasyonu

K: Aragstirilan besinin bir giinde kg cinsinden yetiskin bir popiilasyondaki
kisi bas tiiketim miktari

Ortalama viicut agirligi: 70 kg

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yayilanan “Besinlerdeki Kimyasallarin
Diyetsel Maruziyet Degerlendirmesi” raporu dogrultusunda; ilgili besin gruplari
icin DON maruziyeti belirlenirken, ortalama toksin konsantrasyonunun
hesaplanmasinda tespit edilemeyen, LOD ve LOQ’un altinda kalan degerleri
hesaplamaya dahil etmek i¢in Onerilen metod uygulandi. Deoksinivalenol
konsantrasyonu tespit edilemeyen ve <LOD olan {iriinler i¢in tahmini alt sinir
(LB, Lower Bound) hesaplamasinda “sifir”, konsantrasyonu <LOQ olan {iriinler
icin LB hesaplamasinda LOD degeri kullanildi. Tahmini orta sinir (MB, Middle
Bound) hesaplamasinda konsantrasyonu tespit edilemeyen ve <LOD olan

irlinler i¢in % LOD, konsantrasyonu <LOQ olan iirlinler i¢in 2 LOQ

30



hesaplamaya katildi. Tahmini tist sinir (UB, Upper Bound) hesaplamasinda ise
konsantrasyonu tespit edilemeyen ve <LOD olan iriinler igin LOD,
konsantrasyonu <LOQ olan firiinler i¢in LOQ degerleri dikkate alindi (WHO,
2020).

EDI hesaplandiktan sonra her bir mikotoksinin saglik risk
karakterizasyonu (%TDI), EDI’'nin asagida gosterildigi gibi “tolere edilebilir
giinliik alim”a (TDI, pg/kg v.a./giin) boliinmesiyle elde edilir. EFSA ve JECFA
gibi ilgili kurumlar tarafindan belirlenen bir deger olan TDI, saglik riski olmadan
bir Omiir boyu tiiketilebilecek bir maddenin miktarini gdsterir. Eger %TDI<100
ise tolere edilebilir bir maruz kalma seviyesini, %TDI>100 ise tolere edilemez
bir maruz kalma seviyesini belirtir (159-162). Kiyaslama yapabilmek i¢in EFSA
tarafindan belirlenmis olan, maruziyet seviyesi i¢in risk kabul edilen, kiyaslama
dozu alt st (BMDL 1 pg/kg v.a./glin) kullanildi (EFSA, 2013). Bazi
calismalar ve EFSA, deoksinivalenol gibi mikotoksinlerin risk karakterizasyonu
icin maruz kalma marji (MoE) Onermis olup biz de calismamizda risk
karakterizasyonu i¢in bu yaklasimi uygulamis bulunuyoruz. MoE, kiyaslama
dozu alt limitinin (BMDL, Benchmark Dose Lower Limit), DON’larin EDI'sine
boliinmesiyle hesaplandi. Diisiik saglik riskinden bahsedebilmemiz i¢cin MoE>
10,000 olmas1 gerekmektedir (EFSA 2013, Schernk ve ark, 2020).

%TDI= EDI X100
TDI

%MoE= BMDL
EDI

TDI, Tolerable daily intake: Tolere edilebilir giinliik alim
EDI, Estimated daily intake: Muhtemel giinliik alim
MoE, Margin of exposure: Maruz kalma marji

BMDL, Benchmark dose lower limit: Kiyaslama dozu alt limiti
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5.2.4. Hububatlarda HPLC ile okratoksin A analizinin metodu

Bu ¢alismada, OTA standardi Supelco; 34037 marka ile elde edildi.
Kullanilan tiim ¢6ziiciiler HPLC derecesinde ve analitik veya HPLC kalitede
olan kimyasal maddelerdir. Okratoksin A i¢in immiinoafinite kolonlar
(OchraStar) Romer Labs firmasindan temin edildi. Analiz boyunca kullanilan
tiim cam malzemeler teknik metanolden gecirildi ve 200°C’de 4 saat boyunca

sterilizatorde birakildi.

5.24.1. HPLC ile okratoksin A analizinde kullanilan sistem

kosullart ve ekipmanlar

a) Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi Cihazi (HPLC):

SHIMADZU-Nexera-1 LC-2040C 3D

b) Floresans Dedektor: RF-20A (eksitasyon:333nm, emisyon: 443 nm)

C) Analiz siiresi: 20 dk

d) Enjeksiyon hacmi: 100 pL

e) Kolon sicakligr: 40 °C

f) Pompa akis hizi: 1 mL/dk

g) HPLC kolonu: Inertsil ODS-3 (4,6 mm x 250 mm, 5 um)

h) Analitik terazi: Radwag — AS 220.R2 (0,1 mg hassasiyet ile 6l¢iim

yapabilen)

i)  Yiiksek devirli blender (patlamaya dayanikli): Waring 8011ES (1000

mL blender kabu ile birlikte, min 18000-max 22000 rpm hizda)

J) Manyetik karigtirict: Isolab Laborgerate GmbH

k) Whatman No:4 filtre kagidi

I) Siizme hunisi

m) Cesitli hacimlerde balon joje

n) Cesitli hacimlerde erlenmayer

0) Cam toplama kab1

p) Vorteks: Velp Scientifica ZX3 Advanced

r) Millipore Millex HV filtresi (0,45 um) tipi Hidrofilik Duropore
(PVDF)

S) Mobil faz siizme aparati: Do-Chrom 300 mL

32



t) Otomatik pipet: 0-100 ul ve 100-1000 ul aras1 ayarlanabilen

u) Immunoafinite kolon: OchraStar Romer Labs

v) Vakum manifoldu: Chromabond, REF 730151N

y) HPLC Sartlart: Ex.: 333 nm, Em.: 443 nm, Sicaklik: 40 °C, Pompa
akis hizi: 1 mL/dk, Basing: basing degeri 40 °C’de 155-165 bar arasinda
degisir. Oda sicakliginin 25 °C’den az oldugu durumlarda pompa basinci

165 bar’1 gegebilir.

5.24.2.  HPLC ile okratoksin A analizinde kullanilan kimyasallar ve
hazirlamiglar

a) Biitiin ¢ozeltiler: analitif saflikta

b) Kaullanilan su: ultra saf su, HPLC i¢in uygun kalitede

c) Su distilasyon cihazi: Millipore Milli Q-RG

d) Fosfat tamponlu tuz (PBS): 0,2 g potasyum Kloriir, 0,2 g potasyum
dihidrojen fosfat, 1,16 g disodyum hidrojen ortofosfat ve 8 g sodyum
kloriir 0,9 L ultra saf suda ¢oziildii. Bu ¢6zelti, manyetik karistirici araciligi
ile tamamen ¢oziindiikten sonra 0,1 mol/L HCI veya 0,1 mol/L NaOH
kullanarak pH 7,4’e ayarlandi. Sonrasinda ¢ozelti ultra saf su ile 1 litreye
tamamlandi.

e) Asetik asit: Sigma Aldrich, Uriin kodu; 27225, CAS No; 64-19-7,
HPLC i¢in uygun kalitede

f)  Asetonitril: Carlo Elba Uriin no: 73-05-8, HPLC i¢in uygun kalite

g) Metanol: Carlo Erba Uriin no: 67-56-1, HPLC i¢in uygun kalite

h) Ekstraksiyon ¢6zeltisi: Asetonitril/Saf Su (6:4, v/v)

i) HPLC mobil faz: Asetonitril/Su/Asetik asit (47:51:2, v/viv) karigimi
hazirlanip, kullanmadan 6nce siiziildii.

j) Immunoafinite kolon: OchraStar Romer Labs 4-8 °C’de muhafaza
edildi. Immunoaffinite kolon kullanilmadan &nce oda sicakhigina gelmesi
beklendi.

k) Okratoksin A standardi: Supelco; 34037 marka, asetonitril iginde

¢Oziinmiis halde
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HPLC cihazina verilen hububat 6rneklerindeki okratoksin A diizeylerinin
saptanmasi1 amaciyla Supelco; 34037 marka OTA standardi kullanildi. Bu
standart kullanilarak hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler cihaza
verilerek kalibrasyon grafigi elde edildi. HPLC cihazinda bulunan ‘LabSolution
LC Software (Shimadzu) paket programi’ yazilimi kullanilarak ¢izilen
kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasinda; 0,4-0,8-2-10-20 ppb’lik OTA

standart ¢ozeltileri kullanildi.

5.2.4.3. Hububatlarda okratoksin A analizi icin numune hazirlama

ve ekstraksiyon

Istanbul piyasasindan toplanan ve el blenderinde &giitiilen 6rneklerden;
hassas terazide 50 g tartilip 200 mL asetonitril/saf su (6:4, v/v) karisimi eklendi.
Waring blender’da 3 dakika karistirildi. Whatman no:4 siizge¢ kagidinda
stiziilerek 250 mL’ lik bir erlende toplandi. Siiziintiiden 10 mL alind1. Elde edilen
bu ¢ozelti 10 ml pipetle alinarak 100 mL’lik bir behere konuldu ve tizerine 40
mL PBS ilave edildi. Sonraki asamada kullanilacak olan immunoafinite
kolonlarin (IAK) oda sicakligina gelmesi beklendi. Oda sicakhigina gelen
IAK’lar, Chromabond marka vakum manifoldu’na yerlestirildi ve seyreltilmis
filtratin 25 mL’si 3 mL/dakika akis hiz1 ile OTA’ya duyarl antikorlar igeren
(OchraStar) Romer Labs IAK’dan sabit hizla gecirildi. Daha sonra IAK’dan 2
damla/saniye olacak sekilde sabit hizla 10 mL fosfat tamponlu su (PBS) ve 10
mL ultra saf su gecirilerek kolon yikandi ve 5-10 saniye diisilk vakum
uygulanarak kurutuldu. IAK’lar vakum manifoldu’ndan alindi. IAK’daki
antikora tutunmus olan OTA, IAK’tan saniyede 0,5 mL metanol gececek sekilde
backflushing yapilarak elue edildi ve cam tiipe toplandi. Bir dakika bekledikten
sonra 0,5 mL daha metanol ile ayn islem tekrarlandi. [AK’tan son olarak 1 mL
ultra saf su gegirilerek toplam eluat miktar1 2 mL olacak sekilde ayni cam tiipe
toplandi. Sonrasinda bu eluat vortekslendi ve 0,45 um’lik siringa uglu filtreden
siizlildiikten sonra viallenip floresans dedektorliic HPLC cihazina yerlestirildi.
HPLC de ii¢ tekrarli okuma gergeklestirildi. OTA analiz sonuglarina ait ortalama
ve standart sapma degerleri her bir drnek i¢in ayri ayr1 Microsoft Excel®

programinda hesaplandi.
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5.2.5. Metod validasyonu

Asurelik bugday, piring, misir unu, tam bugday unu Orneklerinde
okratoksin A varligini ve miktarini tespit etmek amaciyla gergeklestirilen HPLC
analizinin metod validasyonu i¢in linearite araligi, linearite esitligi ve
kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayilar1 (R?)’ndan olusan linearite
verilerinin yam sira, tespit limiti (LOD), 6l¢iim limiti (LOQ), geri alma ve

tekrarlanabilirlik uygulamalar1 yapildi.

Okratoksin A kalibrasyon egrisinin olusturulmasi igin asetonitril iginde
¢Oziinmiis olan 10 pug/mL OTA igeren 2 mL OTA standardi (2 mL’lik ampul
Supelco; 34037 okratoksin standardr) balon jojeye alimarak metanol ile 10 mL’ye
tamamlandi ve ikinci ara standart ¢ozeltisi olusturuldu. Bu haliyle ikinci ara
standart ¢ozeltisi 2 pg/mL OTA’dan meydana geldi. Ikinci ara standart
¢ozeltisinden de 0,1 mL alinip balon jojeye konuldu ve metanol ile tekrar 10
mL’ye tamamlandi. Bu standart ¢ozelti de bu haliyle 0,02 pg/mL OTA’dan
olustu. Daha sonra bu standart ¢ézeltinin de metanol eklenerek seyreltilmesiyle
HPLC kalibrasyon c¢ozeltileri elde edildi. Kalibrasyon egrisi olusturmak
amaciyla 6 farkli konsantrasyonda (0,4-0,8-2-10-20-60 ppb) hazirlanip ikiser
tekrarli olarak HPLC cihazina enjekte edilen kalibrasyon g¢ozeltilerinin
icerigindeki DON  standartlarinin  olusturdugu  piklerin  alanlarinin
hesaplanmasiyla, 6 farkli noktadan olusan kalibrasyon egrisi olusturuldu ve

linearite verileri hesaplandi (Sekil 5.2.5.1).

Kalibrasyon Egrisi-OTA

200000
y =2664,6x+ 16,652 o
150000 RE=1 .
100000
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Sekil 5.2.5.1 Okratoksin A kalibrasyon egrisi
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Okratoksin A icermedigi tespit edilmis kor bir 6rnege, 0,5 ppb’lik (0,0005
ng/mL OTA) Okratoksin A ara standart ¢ozeltiden 500 puL eklendi ve bu islem
on tekrarli gergeklestirilerek geri kazanim ¢alismasi yapildi. Cikan degerlerin
ortalama ve standart sapmasi belirlendi, standart sapmanin (SS) 3 kat1 alinip
LOD degeri, 10 kat1 alinip LOQ degeri bulundu. Okratoksin A i¢in geri kazanim
degerleri asagida belirtilen formiil kullanilarak hesaplandi. Tekrarlanabilirlik
degerleri ise kor ornekte OTA‘nin geri kazanim c¢aligmalarindan elde edilen
degerlerin yiizde bagil standart sapmasi (%RSD) alinarak asagidaki formiile

gore hesaplandi.

%Geri kazanim = Standart eklenmis 6rnek analiz sonucu (ng/kg) x 100
Eklenen standart miktar1 (ug/kg)

%RSD = Geri kazanim icin hesaplanan standart sapma (%) x 100
Geri kazanim i¢in hesaplanan ortalama deger (%)

%RSD, Relative standard deviation: Yiizde bagil standart sapma

5.2.6. Hububatlarda okratoksin A risk tahmini

5.2.6.1.  Maruziyet degerlendirmesi ve risk karakterizasyonu

Bireylerin kontamine olmus besinleri agiz yoluyla tiiketmesi sonucu
ortaya ¢ikan maruziyet risk degerlendirmesi i¢in, besinlerde tespit edilen OTA
konsantrasyonlar1 (ug/kg) ile TUIK Bitkisel Uriin Denge Tablolar1 verilerine
gore iilkemizde ortalama agurelik bugday (17,4 kg/kisi/yil), piring (8 kg/kisi/y1l),
misir (13,1 kg/kisi/yil), tam bugday (82,6 kg/kisi/yil) tiikketim miktarlar ile
carpildi (TUIK, 2019). Daha sonra EFSA tarafindan &nerilen yetiskin bireyler
icin 70 kg ortalama viicut agirligina boliinerek muhtemel giinliik alim (EDI,
estimated daily intake) belirlendi (EFSA, 2012). Her bir calisilan 6rnek
grubunun ve mikotoksinin muhtemel giinliikk alimmin belirlenmesi, asagida

gosterildigi gibi hesaplandi (Ismail ve ark, 2015).

EDI (ng/kg v.a./giin)= [Cm(ng/kg) X K(kg/giin)]

ortalama viicut agirlig (kg)

EDI, Estimated daily intake: muhtemel giinliik alim
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Cm, Concentration of mycotoxins: Besinlerde belirlenen mikotoksinin
ortalama konsantrasyonu

K: Aragtirilan besinin bir giinde kg cinsinden yetiskin bir popiilasyondaki
kisi bas tiiketim miktari

Ortalama viicut agirligi: 70 kg

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yayimlanan “Besinlerdeki Kimyasallarin
Diyetsel Maruziyet Degerlendirmesi” raporu dogrultusunda; ilgili besin gruplari
icin OTA maruziyeti belirlenirken, ortalama toksin konsantrasyonunun
hesaplanmasinda tespit edilemeyen, LOD ve LOQ’un altinda kalan degerleri
hesaplamaya dahil etmek igin Onerilen metod uygulandi. Okratoksin A
konsantrasyonu tespit edilemeyen ve <LOD olan tiriinler i¢in tahmini alt sinir
(LB, Lower Bound) hesaplamasinda “sifir”, konsantrasyonu <LOQ olan tiriinler
icin LB hesaplamasinda LOD degeri kullanildi. Tahmini orta sinir (MB, Middle
Bound) hesaplamasinda konsantrasyonu tespit edilemeyen ve <LOD olan
iiriinler icin 2 LOD, konsantrasyonu <LOQ olan iirlinler i¢in 2 LOQ
hesaplamaya katildi. Tahmini {ist sinir (UB, Upper Bound) hesaplamasinda ise
konsantrasyonu tespit edilemeyen ve <LOD olan irlinler i¢in LOD,
konsantrasyonu <LOQ olan {iriinler i¢in LOQ degerleri dikkate alind1 (WHO,
2020). EDI hesaplandiktan sonra her bir mikotoksinin saglik risk
karakterizasyonu (%TDI), EDI’'nin asagida gosterildigi gibi “tolere edilebilir
giinliik alim”a (TDI, pg/kg v.a./day) boliinmesiyle elde edilir. EFSA ve JECFA
gibi ilgili kurumlar tarafindan belirlenen bir deger olan TDI, saglik riski olmadan
bir 6miir boyu tiiketilebilecek bir maddenin miktarini1 gosterir (Wang et all, 2018,
EFSA, 2014). Ancak EFSA tarafindan yayinlanan 2020 raporunda OTA i¢in
daha onceden belirlenmis olan haftalik tolere edilebilir alim miktar1 (PTWI =
120 ng/kg v.a.) yerine maruz kalma marji (MoE) degeri yaklagiminin
benimsenmesinin gerekli oldugu bildirilmis olup biz de ¢alismamizda OTA risk
karakterizasyonu i¢in bu yaklasimi uygulamis bulunuyoruz. MoE; BMDL nin,
OTA’nin EDI'sine boliinmesiyle hesaplandi. OTA igin neoplastik etkilerin
karakterizasyonunda 14,5 pg/kg v.a./gin degerleri EFSA'nin 2020 raporundan
elde edildi. Diisiik saglik riskinden bahsedebilmemiz i¢in MOE>10,000 olmas1

gerekmektedir (Schernk, 2020).

37



%TDI=EDI X100
TDI

%MoE= BMDL
EDI

TDI, Tolerable daily intake: Tolere edilebilir giinliik alim
EDI, Estimated daily intake: Muhtemel giinliik alim
MoE, Margin of exposure: Maruz kalma marji

BMDL, Benchmark dose lower limit: Kiyaslama dozu alt limiti
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6. BULGULAR

Bu calismada, Tiirkiye’de dnemli miktarda iiretilen ve tiiketilmekte olan
hububatlardan toplamda 96 6rnek olmak iizere, 24 asurelik bugday, 24 piring, 24
misir unu ve 24 tam bugday ununda mikotoksinlerden DON ve OTA’ nin HPLC
ile analizlerinin yapilmas1 amaglanmis olup, ¢alismanin bulgular1 tablolarda

gosterilmistir.

6.1. Deoksinivalenol Analizi icin Kullanilan Metod Performansinin

Degerlendirilmesi

Asurelik bugday, piring, misir unu, tam bugday unu Orneklerinde
deoksinivalenol varligin1 ve miktarini tespit etmek amaciyla gerceklestirilen
HPLC analizinin metod validasyonu i¢in linearite araligi, linearite esitligi ve
kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayilar1 (R?)’ndan olusan linearite

verilerinin yani sira, tespit limiti (LOD), 6l¢iim limiti (LOQ) belirlendi.

Kalibrasyon egrisi olugturmak amaciyla, DON (5 pg/mL ) icerikli HPLC
cihazina enjekte edilen DON standardina ait HPLC kromatogrami Sekil 6.1.1°de
gosterildi. Olusan kromatograma gore DON alikonma zamani 6,2 dk olarak

belirlendi.

Al

Sekil 6.1.1. DON standardina ait HPLC kromatogrami (DON: 5 pg/mL)
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Deoksinivalenol igermedigi tespit edilen kor bir 6rnege, DON ara standart
cozeltiden (5 ppb) eklenip, geri kazanim sonucu hesaplanan DON analizine ait
tespit limit (LOD), 6l¢tim limiti (LOQ) ve geri kazanim sirastyla; 0,28 ug/kg,
0,92 ng/kg ve %96 bulunmustur. 5 farkli konsantrasyonda hazirlanip HPLC
cihazina enjekte edilen piklerin alanlarinin hesaplamasiyla olusan kalibrasyon

egrisinin korelasyon katsayis1 (R?)=0,9998 bulunmustur.

6.2. Asurelik Bugday, Piring, Misir Unu ve Tam Bugday Unu
Orneklerinde DON varhg ve Miktar1

96 adet hububat 6rneginin HPLC ile analizi sonucunda 25 adet 6rnekte
(0,13-1,16 pg/kg) DON tespit edilmistir (LOD-LOQ, 0,28-0,92 pg/kg). Analizi
yapilan 6rneklerden; 7 adet asurelik bugday, 8 adet piring, 8 adet misir unu ve 2
adet tam bugday ununda DON saptanmistir. En yiliksek DON diizeyi acikta

satilan misir unu 6rneginde (1,16 pg/kg) tespit edilmistir.

Tablo 6.2.1. Asurelik bugday drneklerinde HPLC ile DON analiz sonuglari

Ornek Uretim DON Ornek Uretim DON
No Yeri (ng/kg) No Yeri (ng/kg)
12 Konya TE 5P OB >LOQ
102 Konya <LOQ 14p OB <LOQ
162 Konya <LOQ - 19° OB <LOQ
_g 232 Malatya <LOQ %‘ 27° Sakarya TE
£ 318 Konya TE g 34° OB TE
= 42 Malatya TE £ 46 Ankara TE
£ 550 Konya TE £ 51 OB TE
< 62 Konya TE < 5o OB TE
66° Konya TE 70P OB TE
762 Konya <LOQ 80P OB TE
892 Konya TE 87° Ankara TE
918 Konya TE 93° Ankara TE

8A¢ikta satilan dokme tiriin
PMarketten alinan paketli tirtin
OB: Orijini bilinmiyor

TE: Tespit edilemedi
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Tablo 6.2.2. Piring 6rneklerinde HPLC ile DON analiz sonuglari

Ornek Uretim DON Ornek Uretim DON
No Yeri (ng/kg) No Yeri (ng/kg)
2 Corum >LOQ 6° Edirne <LOQ
118 Corum <LOQ 15°P Trakya <LOQ
178 Samsun <LOQ - 20P Bolu <LOQ
s 24 Bolu <LOQ 528 OB TE
€ 32 Corum TE S 35 Corum TE
s 43 Bolu TE g 37 Corum TE
5 56° Bolu TE 2 47 Samsun <LOQ
< 63 Corum TE S 5o OB TE
672 Corum TE 60P Bolu TE
778 Corum TE 71°p Corum TE
902 Bolu TE 81° Bolu TE
922 Bolu TE 94pP OB TE
aAcikta satilan dokme iirtin
PMarketten alinan paketli tiriin
OB: Orijini bilinmiyor
TE: Tespit edilemedi
Tablo 6.2.3. Misir unu 6rneklerinde HPLC ile DON analiz sonuglari
Ornek Uretim DON Ornek Uretim DON
No Yeri (ng/kg) No Yeri (ng/kg)
3 Giresun <LOQ v OB >LOQ
42 Ordu >LOQ 120 OB <LOQ
132 Rize <LOQ AL OB <LOQ
E 18 Giresun <LOQ T 29 OB TE
3 25° Rize <LOQ o 36 OB TE
g 332 Rize TE E 48P Eskisehir TE
T ar Giresun TE é 53p OB TE
442 Trabzon TE 61° OB TE
572 Ordu TE 72°P OB TE
642 Trabzon TE 82°P OB TE
682 G.antep TE 88° Ankara TE
782 Mersin TE 95P OB TE

2Acikta satilan dokme {iriin

PMarketten alinan paketli tiriin

OB: Orijini bilinmiyor
TE: Tespit edilemedi
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Tablo 6.2.4. Tam bugday unu &rneklerinde HPLC ile DON analiz sonuglari

Acikta satilan

Ornek Uretim DON
No Yeri (ng/kg)
262 Malatya TE
387 Antalya TE
392 OB TE
40° Mugla TE
452 Mugla TE
502 OB TE
582 Konya TE
69? G.antep TE
742 [zmir TE
752 OB TE
792 OB TE
842 OB TE

Markette satilan

Ornek Uretim DON
No Yeri (ng/kg)
8P OB <LOQ
oP Kirsehir TE
22° OB <LOQ
30° Tekirdag TE
49° Aydin TE
54pP Konya TE
65P Konya TE
T3P OB TE
83p Tekirdag TE
85P Konya TE
86P OB TE
96P Tekirdag TE

aAcikta satilan dokme iirtin
PMarketten alinan paketli tiriin

OB: Orijini bilinmiyor
TE: Tespit edilemedi

DON Kkarsilastirmasinin kolay olmasi agisindan, yukarida da verilen HPLC

cihazina enjekte edilen kalibrasyon ¢ozeltilerine ait HPLC kromatogramlari

gosterildi. Olusan kromatogramlara gére DON alikonma zamani 6,2 dk. olarak

belirlendi. Sekil 6.2.1°de DON ile kontamine olmus misir unu Grnegine ait

HPLC kromatogrami verildi. Sekil 6.2.2°de ise DON bulunmayan misir unu

ornegine ait HPLC blank kromatogrami gosterildi.

Sekil 6.2.1. DON ile kontamine olmus misir unu ornegine ait HPLC

kromatogrami
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Sekil 6.2.2. DON bulunmayan misir unu érnegine ait HPLC kromatogrami

6.3. Okratoksin A Analizi icin Kullanilan Metod Performansinin

Degerlendirilmesi

Kalibrasyon egrisi olusturmak amaciyla, OTA (2 pg/mL) igerikli, HPLC
cihazina enjekte edilen OTA standardina ait HPLC-FLD kromatogram: Sekil
6.3.1’de gosterildi. Olusan kromatograma gore OTA’nin alikonma zamani 10,7

dk. olarak belirlendi.

mY

Detector B Ex:333nm,Em:443nm|

10+

A P |

1 T T LI LI T T T
0.0 25 50 75 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0]
min|

Sekil 6.3.1. OTA standardina ait HPLC kromatogrami (OTA: 2 ng/mL)

Okratoksin A analizi  i¢in  kullanilan  metod  performans
degerlendirilmesinin yapilabilmesi i¢in; linearite araligi, linearite esitligi ve
kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayilar1 (R?) verilerin yani sira LOD, LOQ,

geri kazanim ve tekrarlanabilirlik uygulamalar1 yapilmistir. 6 farkh
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konsantrasyonda hazirlanip HPLC cihazma enjekte edilen piklerin alanlarinin
hesaplanmasiyla kalibrasyon egrisi olusturuldu ve hesaplamalar sonucu bu
kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayis1 (R?)=1 bulunmustur. Elde edilen R?
sonucu, metod validasyon ¢alismalart igin kabul edilebilir deger olarak tespit

edilmistir.

Okratoksin A igermedigi tespit edilen kor bir 6rnege, OTA standart
¢ozeltiden (0.8 ppb) eklenip, on tekrarli geri kazanim sonucu hesaplanan OTA
analizine ait LOD, LOQ, geri kazanim ve tekrarlanabilirlik degerleri sirasiyla;
0,029 pg/kg, 0,097 pg/kg, %96,75 ve %I1,15 saptanmistir. Yapilan

hesaplamalarda Microsoft Excel 2016 programi kullanilmigtir.

6.4. Asurelik Bugday, Piring, Misir Unu ve Tam Bugday Unu
Orneklerinde OTA varhg ve Miktar

96 adet hububat 6rneginin HPLC ile analizi sonucunda 6rneklerin 11
adedinde (0,87-6,97 pg/kg) OTA tespit edilmistir (LOD-LOQ, =0,029-0,097
pg/kg). Analizi yapilan 6rneklerden; 3 adet misir ununda (1,51-2,23 pg/kg) ve 8
adet tam bugday ununda (0,87-6,97 ng/kg), OTA saptanmistir. En yiiksek OTA
diizeyi marketten alinan paketli tam bugday unu Orneginde (6,97 pg/kg)

saptanmistir.
Tablo 6.4.1. Asurelik bugday 6rneklerinde HPLC ile OTA analiz sonuglari
Ornek Uretim OTA® Ornek Uretim OTA®
No Yeri (ng/kg) No Yeri (ng/kg)
12 Konya TE 5P OB TE
102 Konya TE 14° OB TE
162 Konya TE - 190 OB TE
s 23 Malatya TE s 27 Sakarya TE
€ 3¢ Konya TE g 3w OB TE
; 422 Malatya TE S 460 Ankara TE
Z 55 Konya TE £ s OB TE
< 62 Konya TE S 5o OB TE
667 Konya TE 70P OB TE
76° Konya TE 80P OB TE
89? Konya TE 87°p Ankara TE
918 Konya TE 9Q3r Ankara TE

2Agikta satilan dokme iiriin

PMarketten alinan paketli tirtin

®Sonuglar, ii¢ tekrarl analiz sonucunun ortalamasini ve standart sapmasini ifade etmektedir
OB: Orijini bilinmiyor

TE: Tespit edilemedi
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Tablo 6.4.2. Piring 6rneklerinde HPLC ile OTA analiz sonuglari

Ornek Uretim OTA® Ornek Uretim OTA®
No Yeri (ng/kg) No Yeri (ng/kg)
22 Corum TE 6P Edirne TE
118 Corum TE 15°P Trakya TE
178 Samsun TE - 20P Bolu TE
s 24 Bolu TE 5 28 OB TE
€ 32 Corum TE S 35 Corum TE
s 43 Bolu TE g 37 Corum TE
5 56° Bolu TE £ 4 Samsun TE
< 63 Corum TE S 5o OB TE
672 Corum TE 60P Bolu TE
778 Corum TE 71°p Corum TE
902 Bolu TE 81° Bolu TE
922 Bolu TE 94pP OB TE

aAcikta satilan dokme iirtin
PMarketten alinan paketli tiriin

®Sonuglar, ti¢ tekrarl analiz sonucunun ortalamasini ve standart sapmasini ifade etmektedir

OB: Orijini bilinmiyor
TE: Tespit edilemedi

Tablo 6.4.3. Misir unu 6rneklerinde HPLC ile OTA analiz sonuglari

Ornek Uretim OTAC Or Uretim OTAC
No Yeri (ng/kg) nek Yeri (ng/kg)
No
3 Giresun TE v OB TE
42 Ordu TE 12P oB TE
- 132 Rize TE £ 21P OB TE
% 182 Giresun TE § 29P oB TE
g 252 Rize TE o 36° OB TE
£ 33 Rize TE E 48P Eskisehir 1,51+0,03
g 412 Giresun TE 5 53 OB 2,23+0,03
442 Trabzon TE = 61 OB 1,50+0,03
572 Ordu TE 72P OB TE
642 Trabzon TE 82°P OB TE
682 G.antep TE 88r Ankara TE
78? Mersin TE 95°P OB TE

8A¢ikta satilan dokme tiriin
PMarketten alinan paketli tiriin

®Sonuglar, ti¢ tekrarl analiz sonucunun ortalamasini ve standart sapmasini ifade etmektedir

OB: Orijini bilinmiyor
TE: Tespit edilemedi
+: Standart sapma
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Tablo 6.4.4. Tam bugday unu 6rneklerinde HPLC ile OTA analiz sonuglari

Acikta satilan

Orne Uretim OTAC Orne Uretim OTAC

k No Yeri (ng/kg) k No Yeri (ng/kg)
262 Malatya 1,31+0,03 8° OB 1,79+0,05
382 Antalya TE 9P Kirsehir 6,97+0,21
392 OB TE - 22°P OB TE

40? Mugla TE s 30 Tekirdag TE

45 Mugla 1,48+0,03 3§ 49 Aydin TE

50° OB TE g 54p Konya 0,92+0,03
582 Konya TE < 65° Konya TE

69 G.antep TE S 73 OB 4,20+0,05
742 [zmir TE 83r Tekirdag TE

752 OB TE 85P Konya TE

792 OB TE 86P OB TE

842 OB 0,87+0,03 96P Tekirdag 0,84+0,03

aAcikta satilan dokme iirtin

PMarketten alinan paketli tiriin

®Sonuglar, ti¢ tekrarl analiz sonucunun ortalamasini ve standart sapmasini ifade etmektedir
OB: Orijini bilinmiyor

TE: Tespit edilemedi

+: Standart sapma

OTA karsilastirmasinin kolay olmasi agisindan, yukarida da verilen HPLC
cihazina enjekte edilen kalibrasyon c¢ozeltilerine ait HPLC-FLD
kromatogramlar gosterildi. Olusan kromatogramlara gére OTA’nin alikonma
zamani 10,7 dk. olarak belirlendi. Sekil 6.4.1°de OTA ile kontamine olmus tam
bugday unu 6rnegine ait HPLC-FLD kromatogram: verildi. Sekil 6.4.2°de ise
OTA bulunmayan tam bugday unu 6rnegine ait HPLC-FLD blank kromatogrami

gosterildi.
mv
1.00 ; ;
] Detector B Ex:333nm,Em:443nm|
0.75—-
0.50—-
0.25-
000"
LA A L L I L L L R L L B A B L B
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12,5 15.0 17.5 200
min

Sekil 6.4.1. OTA ile kontamine olmus tam bugday unu 6rnegine ait HPLC-
FLD kromatogrami
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mV
Detector B Ex;:333nm,Em:443nm
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min

Sekil 6.4.2. OTA icermeyen tam bugday unu 6rnegine ait HPLC-FLD

kromatogrami

6.5. Asurelik Bugday, Piring, Misir Unu ve Tam Bugday Unu
Orneklerinde DON ve OTA Acisindan Risk Tahmini

6.5.1. Maruziyet degerlendirmesi ve risk karakterizasyonu

Bireylerin kontamine olmus besinleri agiz yoluyla tiikketmesi sonucu
ortaya ¢ikan maruziyet risk degerlendirmesi icin, besinlerde tespit edilen DON
ve OTA konsantrasyonlar1 (pg/kg) ile TUIK Bitkisel Uriin Denge Tablolar
verilerine gore iilkemizde ortalama asurelik bugday (17,4 kg/kisi/yil), piring (8
kg/kisi/yil), musir (13,1 kg/kisi/yil), tam bugday (82,6 kg/kisi/yil) tiiketim
miktarlar1 ile ¢arpildi (TUIK, 2019). Daha sonra EFSA tarafindan &nerilen
yetigkin bireyler i¢in 70 kg ortalama viicut agirligina boliinerek muhtemel

giinlitk alim (EDI) belirlendi (EFSA, 2012).

Asurelik bugday, piring, misir unu ve tam bugday unlarinda DON ve
OTA’larin LB, MB ve UB diizeylerdeki tahmini konsantrasyon miktarlari ile bu
iriinleri tiikketen yetiskinlerin tahmini giinliik alimlar1 LB, MB ve UB diizeyinde

hesaplanip Tablo 6.5.1.1 ve Tablo 6.5.1.2 de gosterildi.

Bu besin gruplarinda, yetiskinler icin DON’un tahmini MB, LB ve UB
giinlik alimlart 0,00-0,92 ng/kg v.a./glin araliginda bulundu. Kiyaslama
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yapabilmek i¢cin EFSA tarafindan belirlenmis olan, maruziyet seviyesi i¢in risk
kabul edilen, kiyaslama dozu alt simir1 (BMDL 1 pg/kg v.a./giin) kullanildi
(EFSA, 2013).

OTA’nin ise tahmini MB, LB ve UB giinliik alimlar1 0,000-2,481 ng/kg
v.a./glin araliginda bulundu. EFSA tarafindan belirlenmis olan, neoplastik

durumlar i¢in risk kabul edilen, kiyaslama dozu alt sinir1 (BMDL 14,5 pg/kg
v.a./giin) kullanildi (Sherenk ve ark., 2020).

Tablo 6.5.1.1 ve Tablo 6.5.1.2 tahmini giinlikk alima (EDI) ve BMDL’ye
bagl olarak, yetiskin bireyler i¢in degerlendirilen DON ve OTA’nin tahmini
diyetsel maruziyet risk karakterizasyonunu (MoE) gostermektedir. Asurelik
bugday, piring, misir unu ve tam bugday ununun her birinde MoE, hem DON
hem de OTA i¢in bu numunelerde>10,000 olarak bulundu. Diisiik saglik
riskinden bahsedebilmemiz i¢in MoE>10,000 olmas1 gerekmektedir (Sherenk et

al., 2020).
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Tablo 6.5.1.1. Hububatlarda DON’un MB, LB ve UB diizeylerdeki tahmini konsantrasyon miktarlari, tahmini giinlik alimlar1 ve diyetsel
maruziyetleri

Uriin Cesidi Ornek DON konsantrasyonu Giinliik DON tahmini Kiyaslama dozu alt Maruziyet marji
sayisi (ng/kg) tiikketim ortalama alim (ng/kg limiti (ng/kg
(n) (g/giin) v.a./giin) v.a./giin)
MB? LB-UB® MB? LB-UB® BMDL® MOE¢
Asurelik Bugday 24 0,23 0,09-0,42 48,3 0,16 0,06-0,29 1,000 >10,000
Piring 24 0,20 0,06-0,36 22,2 0,63 0,02-0,11 1,000 >10,000
Misir Unu 24 0,27 0,14-0,46 36,4 0,14 0,07-0,24 1,000 >10,000
Tam Bugday 24 0,14 0,00-0,28 229,3 0,46 0,00-0,92 1,000 >10,000
Unu

aMB: Medium Bound Estimate, Tahmini orta sinir: Konsantrasyon <LOD olanlar i¢in % LOD degeri kullanildi; Konsantrasyon <LOQ olanlar igin ¥» LOQ degeri
kullanildz.

LB: Lower Bound Estimate, Tahmini alt sinir: Konsantrasyon <LOD olanlar igin “sifir” degeri kullanildi; Konsantrasyon <LOQ olanlar igin LOD degeri kullanildi. UB:
Upper Bound Estimate, Tahmini {ist sinir: Konsantrasyon <LOD olanlar i¢gin LOD degeri kullanildi; Konsantrasyon <LOQ olanlar i¢in LOQ degeri kullanildu.

°BMDL: Benchmark dose, Kiyaslama dozu alt limiti: DON i¢in BMDL (1 pg/kg v.a./gilin), hesaplamada 1,000 ng/kg v.a./glin kullanilmistir.

dIMOE: Margin of exposure, Maruziyet marji: BMDL’nin, tahmini ortalama alima (EDI) béliinmesi ile bulunur
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Tablo 6.5.1.2. Hububatlarda OTA’nin MB, LB ve UB diizeylerdeki tahmini konsantrasyon miktarlari, tahmini giinlik alimlar1 ve diyetsel
maruziyetleri

Uriin Cesidi Ornek OTA konsantrasyonu Giinliik OTA tahmini Kiyaslama dozu alt Maruziyet marji
sayisi (ng/kg) titkketim ortalama alim (ng/kg limiti (ng/kg
(n) (g/giin) v.a./giin) v.a./giin)
MB? LB-UBP MB? LB-UBP BMDLS® MOE®
Asurelik Bugday 24 0,014 0,000-0,029 48,3 0,009 0,000- 14,500 >10,000
0,009
Piring 24 0,014 0,000-0,029 22,2 0,004 0,000- 14,500 >10,000
0,020
Misir Unu 24 0,222 0,209-0,235 36,4 0,114 0,107- 14,500 >10,000
0,121
Tam Bugday 24 0,745 0,735-0,755 229,3 2,449 2,415- 14,500 >10,000
Unu 2,481

®MB: Medium Bound Estimate, Tahmini orta sinir: Konsantrasyon <LOD olanlar i¢in %> LOD degeri kullanildi; Konsantrasyon <LOQ olanlar igin %> LOQ degeri
kullanildi.

LB: Lower Bound Estimate, Tahmini alt sinir: Konsantrasyon <LOD olanlar i¢in “sifir”’ degeri kullanildi; Konsantrasyon <LOQ olanlar i¢in LOD degeri kullanildi. UB:
Upper Bound Estimate, Tahmini iist sinir: Konsantrasyon <LOD olanlar i¢in LOD degeri kullanildi; Konsantrasyon <LOQ olanlar i¢in LOQ degeri kullanild:.

‘BMDL: Benchmark dose, Kiyaslama dozu alt limiti: OTA i¢in BMDL (14,5 pg/kg v.a./giin), hesaplamada 14,500 ng/kg v.a./giin kullanilmistir.

YMOE: Margin of exposure, Maruziyet marji: BMDL’nin, tahmini ortalama alima (EDI) béliinmesi ile bulunur.
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7. TARTISMA

Mikotoksinler ile ilgili diinyada ilk c¢alismalar hububatlar iizerine
yapilmistir. 1900°1i yillarin basinda kiiflerin tirettigi penisilinlerin kesfinden
sonra, arastirmacilar antibiyotik konusundaki c¢aligmalarini da arttirmislardir
(Celik, 2008). Baslangicta antibiyotik olarak kabul edilen bazi kiif metabolitleri
sonradan toksik madde olarak kabul edilmis ve toksinler olarak
siniflandirilmislardir (Peraica ve ark., 1999). Ulkemizde mikotoksin sorunu ilk
olarak Kanada’ya 1967 yilinda ihra¢ edilen findiklarin aflatoksin miktarinin
limitlerin lizerinde olmasi tespitiyle geri ¢evrilmesiyle raporlanmistir (Artik,

2007).

Calismamiz sonucunda 96 adet hububat 6rneginin HPLC ile analizi
sonucunda 25 adet 6rnekte (0,13-1,16 pg/kg) DON tespit edilmistir (LOD-LOQ,
0,28-0,92 pg/kg). Analizi yapilan 6rneklerden; 7 adet asurelik bugday, 8 adet
piring, 8 adet misir unu ve 2 adet tam bugday ununda DON saptanmistir. En
yiiksek DON diizeyi agikta satilan misir unu orneginde (1,16 pg/kg) tespit
edilmistir. 2002 yilinda Tiirkiye’de ilk hububatlarda DON maruziyeti {izerine
yapilan, 68 tane hububat ve 15 tane bakliyat drneginin incelendigi ¢alismada;
hububat orneklerinin %8,82’sinde DON tespit edilmistir ve en yiiksek DON
diizeyi bizim ¢alismamizda oldugu gibi pazardan alinan misir unu 6rneginde
(2,67 ppm) saptanmistir (Omurtag ve Beyoglu, 2003). Bakirc1’ nin 2014 yilinda
yaptig1 calismada toplam 381 tane hububat bazli 6rnekte HPLC ydntemi
kullanarak DON miktarlar1 arastirtlmistir. Bu yapilan ¢calismada 144 6rnegin 13
tanesinde 132,4-9589.,4 ng/kg araliginda DON tespit edilmistir (Bakirci, 2014).
2020 yilinda yayimlanan ve Istanbul’ da ¢esitli firin ve marketlerden toplanan
112 farkli un 6rnegi ile yapilan ¢alismada; 41 6rnekte 0,06-70,04 pg/kg arasinda
DON tespit edilmistir (LOD-LOQ, 2,22-7,40 ppb) (Turkessiz ve Bostan, 2020).
Tiirkiye nin ¢esitli bolgelerinden toplanan 240 hububat ve hububat bazli 6rnekte
HPLC yo6ntemi ile yapilan bir bagka ¢alismada ise; 13 bugday (58—1092 pg/kg),
2 musir (313-331 pg/kg), 3 arpa (138-973 pg/kg), 7 ¢eltik (136-256 pg/kg), 3
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bugday unu (92—-151 pg/kg), 2 biskiivi (31.2-71.3 pg/kg) ve sadece 1 makarnada
(49.3 pg/kg) DON tespit edilmistir (LOD-LOQ, 46,9-72,3 ng/kg) (Golge ve
Kabak, 2020). Katar’da marketlerden alinmis 106 adet hububat ve hububat bazli
ornekler igeren calismanin sonucunda; orneklerin %4’linde (86.43-182.94
ug/kg) DON kontaminasyonu tespit edilmistir (Abdulkadar ve ark., 2004).
Ontario’da 2008-2009 yillar1 arasinda toplanan 100 adet hububat 6rneginde (25
kislik bugday, 15 baharlik bugday, 15 musir, 10 yulaf, 20 arpa, 15 ¢avdar) DON
kontaminasyonu arastirilmistir. Arastirma sonucu; 25 adet kislik bugdayin
tamaminda (1,044-982 ng/g), 15 adet baharlik bugdayin tamaminda (1,207-122
ng/g), 15 misir 6rneginin 14’tinde (1,041-989 ng/g), yulaf 6rneklerinin 6’sinda
(22-71 g/g), arpa 6rneklerinin tamaminda (1,071-973 ng/g), cavdar 6rneklerinin
tamaminda (87-500 ng/g) DON tespit edilmistir (Martos ve ark., 2010). Giiney
Afrika’ da yapilan bir ¢aligma sonucunda 18 misir 6rneginden 16’sinin (%89)
ortalama 294 pg/kg seviyesinde DON ile kontamine oldugunu saptamistir
(Shephard ve ark., 2010). Italya’da 2006 ve 2007 yilindaki misir drneklerini
inceleyen bir ¢alismada; 2006 yilindaki 47 6rnegin tiimiinde 197-3980 ng/kg
seviyelerinde DON tespit edilmistir. Caligmanin 2007 yilina ait boliimiinde 36
adet musir Orneginin %89’unda 14 pg/kg ulasan diizeylerde DON tespit
edilmistir (Covarelli ve ark., 2011). Litvanya’da 2006-2007 donemi hasat
zamanlarinda kiglik ve baharlik toplam 125 adet bugday, arpa ve cavdar
numuneleri ELISA metodu ile DON agisindan incelenmistir. 2006 y1li kislik 32
adet 6rnekte 223 pg/kg, baharlik 32 6rnekte 100-231 pg/kg arasi, 2007 kiglik 28
ornekte 146,3-171,3 pg/kg arasi, baharlik 33 ornekte 138-445 pg/kg arasi
diizeylerde DON kontaminasyonu tespit edilmistir (Mankevi¢ien¢ ve ark.,
2011). Brezilya’nin Parana Eyaleti’nde 2008-2009 hasat yillarinda temin edilen
113 bugday orneginin 75’inde (%66,4) 206-4732 ng/kg seviyelerinde DON
tespit edilmistir (Sfiuentes dos Santos ve ark., 2013). Blesa ve arkadaslar1 2014
yilinda 80 tane durum bugdaymi DON agisindan aragtirmistir. Caligmada 80
ornegin 4’tinde 121-1480 ug/kg seviyelerinde DON belirlenmistir (Blesa ve ark.,
2014). Ispanya’nin gesitli bolgelerinde bulunan marketler ve perakendecilerden
temin edilen farkli markalardaki 182 adet hububat bazli ve glutensiz iriinler
DON yoniinden analiz edilmistir. Bugday bazli 119 iiriiniin %79,8’inde DON
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kontaminasyonuna maksimum 83,2 pg/kg’a ulasan diizeylerde rastlanmigtir. 23
adet piring 6rneginin %13’tinde DON tespit edilmistir ve maksimum 5,5 pg/kg’a
ulasan diizeyde Ol¢iilmiistiir. Ayni1 arastirmada 17 misir 6rneginin %29,4’{inde
maksimum 22,1 pg/kg’a ulagsan DON tespit edilmistir (Rodriguez ve ark., 2014).
Iran’da 34 bugday ornegi ile yapilan bir arastirmada; &rneklerin 8’inde DON
(1,2-1746,5 pg/kg), 3’tinde OTA (1,9-41,5 pg/kg) tespit edilmistir (Sadhasivam
ve ark., 2017). Romanya’da hasat mevsimi 2014 yil1 olan 31 tane islenmemis
bugday ve 35 tane beyaz bugday unu 6rnekleri ile yapilan ¢alismada; 8 bugday
orneginde 110-1787 pg/kg, 1 bugday unu 6rneginde ise 190 ng/kg seviyelerinde
DON tespit edilmistir (Stanciu ve ark., 2017). Yapmis oldugumuz ¢alisma ve
diinya genelinde yapilan benzer ¢alismalarin sonucunda; DON maruziyetinin
hububatlarda, 6zellikle misir/misir ununda sik goriildiigli sdylenebilmektedir.
Bahsi gegen calismalarin hepsi HPLC analizi sonucu DON seviyelerini
gostermektedir. 2016 yilinda IARC/WHO ortak basin agiklamasinda, gelismekte
olan iilkelerde yaygin mikotoksin kontaminasyonuna karsi Oonlem alinmasi
cagrisinda bulunulmustur: “Diinya ¢apinda, bes yasindan kiigiik 160 milyondan
fazla ¢ocuk bodur durumda. Mikotoksin kontroliiniin iyilestirilmesi, genis
kapsamli bir saglik yararina sahip olabilir. Diisiik gelirli iilkelerde mikotoksin
gida kontaminasyonunu kontrol etmek i¢cin mevcut bilgi ve teknolojiyi harekete
gecgirmenin zamani geldi” (IARC, WHO 2016). Bu nedenle, gelismekte olan
iilkelerde ve 6zellikle ¢ocuklarda, DON maruziyeti riskini degerlendirmek i¢in

diizenli olarak hububat ve hububat kaynakl1 gidalarda ¢alismalar gerekmektedir.

Hububat ve hububat bazli iirlinlerin OTA {iretimi i¢in olduk¢a uygun
substratlar oldugu disiiniilmektedir (Gonzalez-Osnaya ve ark., 2007). OTA
tarim {irtinlerinden ilk olarak 1969 yilinda misirda saptanmistir (Shotwell ve
ark., 1969). Cogunlukla misir, bugday, yulaf, arpa, ¢avdar, piring, kuru
meyveler, sarap, bira, bebek mamasi gibi ¢esitli iirlinlerde OT A bulunmaktadir
(Nguyen ve Ryu, 2014). Bulgaristan, Romanya ve Tuna Nehri kiy1 bolgelerinde
goriilen Balkan Endemik Nefropatisi ile iliskili OTA’nin, bu bdlgelerde
incelenen hububat 6rneklerinde (n=765) OTA kontaminasyon siklig1 %3,1 ve
OTA konsantrasyonu 11,8 ug/kg’a ulasan seviyelerde bulunmustur (Tunail,
2000).
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Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada’nin da bulundugu 13 iilkede
okratoksinlerin dagilimi ile ilgili yapilan bir aragtirmada, okratoksinlerin besin
ve yemlerdeki kontaminasyon oraninin %1’°den %30’a kadar degisen oranlarda
bulundugu bildirilmistir. Kanada ve ABD’de kontaminasyon oranlarinin %1 ile
%14,2 arasinda degisen oranlar oldugu saptanmistir. OTA konsantrasyonunun
1979 ile 1987 yillar1 arasinda 1,035 pg/kg oldugu, %83 oranindaki numunenin
200 pg/kg’dan daha kiigiik oranda OTA igerdigi, %3 oranindaki numunenin ise
20.000 ile 30.000 pg/kg diizeyinde kontamine oldugu, hayvan yemlerindeki
kontaminasyonun oraninin, besinlere gore ¢ok daha fazla oldugu tespit edilmistir

(Krogh ve ark., 1977).

Yapmis oldugumuz ¢alisma sonucunda; 96 adet hububat 6rneginin HPLC
ile analizi sonucunda 11 adet 6rnekte (0,87-6,97 pg/kg) OTA tespit edilmistir
(LOD-LOQ, 0,029-0,097 ng/kg). Analizi yapilan orneklerden; 3 adet misir
ununda (1,51-2,23 pg/kg) ve 8 adet tam bugday ununda (0,87-6,97 pg/kg), OTA
saptanmistir. En yiiksek OTA diizeyi marketten alinan paketli tam bugday unu
orneginde (6,97 pg/kg) saptanmustir. Tiirkiye’de yapilan bir ¢calismada bugday,
misir, misir unu, yulaf gevregi, yulaf ezmesi ve miisli 6rneklerini i¢eren 100 adet
ornekte OTA incelenmistir. Orneklerden 1 adet asurelik bugday (0,27 pg/kg), 2
adet musir (1,79 ve 9,84 pg/kg) ve 1 adet yulaf ezmesinde (4,19 ng/kg) OTA
tespit edilmistir (Karagozlii ve Karapinar, 2000). Bursa’da ¢esitli market ve
firinlardan alinan 34 adet bugday unu, 14 adet tam bugday unu, 10 adet misir
unu Orneginde OTA analizi sonucunda; bugday unu 6,89+0,46 pg/kg, tam
bugday unu 9,3+1,33 pg/kg ve misir unu 6,93 +1,10 pg/kg seviyelerinde OTA
tespit edilmistir (Cengiz ve ark., 2007). Erzurum’da tiiketilmekte olan 50 bugday
unu 6rneginde OTA analizi yapilan bir ¢calismada; 6rneklerin %90’1inda OTA
saptanmistir. 0,625-3 pg/kg degerleri arasinda bulunan 5 pozitif 6rnegin Tiirk
Gida Kodeksi’ne gore kabul edilebilir sinirlarin (3 pg/kg) altinda oldugu
belirtilmistir (Ozturan ve ark., 2007). Yine iilkemizin Kayseri ilinde cesitli
hububat iirtinlerinde (25 adet tam bugday unu, 25 adet piring ve 25 adet bulgur)
OTA kontaminasyonu arastirilmistir. Arastirma sonucunda; bugday unu
orneklerinde 1011,84-14,66 g/kg, piring Orneklerinde 381,93-153,76 g/kg,
bulgur 6rneklerinde 548,80-158,53 g/kg degerleri arasinda OTA tespit edilmistir

54



(Seviktiirk ve Goniilalan, 2007). Adana’da marketler ve kiigiik diikkanlardan
saglanan 24 kahvaltilik gevrek, 24 hububat bazli bebek mamasi ve 35 bira
orneginde HPLC-FD yontemiyle OTA varligi incelenmistir. Kahvaltilik
gevreklerin %38’inde (0,172-1,84 ng/ml), hububat bazli bebek mamalarinin
%17’sinde (0,122-0,374 ng/ml) ve bira orneklerinin %14’iinde (0,012-0,045
ng/ml) OTA tespit edilmistir (Ozden ve ark., 2012). 60 adet bugday unu, 24 adet
misir unu ve 16 adet piring unu ile yapilan bagka bir calismada; bugday unlarinin
%27’sinde 0,11-0,92 pg/kg, misir unlariin %42’sinde 0,06-0,59 pg/kg, piring
unlarinin ise %19’unda 0,06-0,21 pg/kg seviyelerinde OTA tespit edilmistir
(LOD-LOQ, 1-20 ng/ml) (Kara ve ark., 2015). 811 bitki bazli 6rnekten 456
tanesi hububat ve hububat bazli {iriinleri igeren ve bu 6rneklerde OTA analizi
yapilan bir baska ¢alismada; hububat ve hububat bazli 6rneklerin %37,5’inin
ortalama 0,77 ug/kg diizeyinde OTA igerdigi tespit edilmistir (Jiao ve ark.,
1994). Slovakya’da hububatlarda yapilan bir ¢alismada; 92 adet bugday
orneginin %75,8’inde (0,02-160 pg/kg) ve 51 adet misir drneginin %33,3’ilinde
(0,02-40 pg/kg) OTA saptanmistir (Puntari¢ ve ark, 2001). Katar’da
marketlerden alinmis 106 adet hububat ve hububat bazli 6rnekler iceren daha
once bahsettigimiz calismanin sonucunda; orneklerin %11’inde (0.18-6.81
ug/kg) OTA kontaminasyonu tespit edilmistir (Abdulkadar ve ark., 2004). 60
adet hububat ve hububat bazli marketlerden alinmis 6rnekler ile yapilan bir
bagka calismada, sirasiyla misir, bugday ve arpada ortalama 1.08, 0.42 ve 0.17
ng/kg seviyelerinde OTA bulunmustur (LOD-LOQ, 0,01-0,02 pg/kg) (Zinedine
ve ark., 2006). Ispanya ve Portekiz’den temin edilen 83 adet organik ve organik
olmayan piring, bugday, arpa, ¢avdar, misir ve yulaf 6rneklerinde yapilan OTA
analizi sonucunda, orneklerin %22’sinde 0,2-27,10 pg/kg seviyelerinde OTA
icerdigi saptanmistir (Juan ve ark., 2008). Cin’de yapilan bir bagka ¢alismada 65
adet hububat Orneginde OTA varligi arastirlmistir. Bugday Orneklerinin
%36,36’sinda (4,248 ng/g), misir drneklerinin %26,08’inde (7,366 ng/g), piring
orneklerinin %15’inde (3,382 ng/g) OTA bulunmustur (Zhang ve ark., 2011).
2007-2008 hasat yillar1 arasinda Ispanya’nin kuzey bdlgesi Navarra’da 123 arpa
ornegi ile yapilan bir aragtirmada; 6rneklerin %58’ inde maksimum 3,53 pg/kg’a

ulasan diizeyde OTA tespit edildigi bildirilmistir (Ibafiez-Vea ve ark., 2012).
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Ispanya’da yapilan bir arastirmada nusir, bugday, piring ve arpa drneklerinde
sirastyla %4,7 (ortalama 0,1 pg/kg), %64,2 (ortalama 0,43 pg/kg), %87,5
(ortalama 0,16 pg/kg) ve %57,7 (ortalama 0,1 pg/kg) OTA saptanmistir (Vidal
ve ark., 2013). Kumar ve arkadaslari Hindistan’da 50 bugday 6rnegini OTA
acisindan arastirnustir. Orneklerin 29 tanesinin 1,36-21,17 pg/kg seviyeleri
arasinda OTA igerdigi ve 13 6rnegin Avrupa Birligi tarafindan belirlenen sinir
(5 ng/kg) astigr tespit edilmistir (LOD-LOQ, 3,3-10 ng/ml) (Kumar ve ark.,
2012). Polonya’da yapilan ve 2019 yilinda yayimlanan bir ¢aligmada, 113
bugday unundan 13 tanesinde (0,7-5,8 pg/kg), 45 misir ununun 3 tanesinde (0,7-
1,6 pg/kg) OTA tespit edilmistir (Hajok ve ark., 2019). Hububatlarda yapilan
farkli ¢calismalar da bizim ¢alismamizda oldugu gibi tam bugday unu ve misir
ununda OTA maruziyeti sikligim géstermektedir. Bu nedenle, OTA maruziyeti
riskini degerlendirmek icin diizenli olarak hububat ve hububat kaynakli

gidalarda galismalarin daha siklikla yapilmasi gerekmektedir.

56



8. SONUC

Misir, bugday ve arpa gibi hububatlar, diinyadaki ¢ogu insan tarafindan
birincil enerji ve besin kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, zengin
protein, yag ve mineral igeriklerine sahip lriinler; uygun kosullarda kiiflerin
gelisimine ortam olustururlar. Hasat oncesi ve hasat sonrasi agamalarda
mahsullerin, 6zellikle hububatlarin kiiflerle kirlenmesi, mikotoksinler olarak
bilinen ikincil toksik metabolitlerin iiretimine yol acgabilmektedir. Gidalarda
mikotoksin maruziyetinden kaginmak neredeyse imkansizdir. Ancak, bu gida
iriinlerinde mikotoksin yayginliginin ve diizeylerinin tespiti, alinacak
onlemlerle iilkelerin belirledigi mikotoksin diizeylerinin altina diistiriilmesi ve

tiiketicilerin saglik risklerinin 6nlenmesine imkén saglamaktadir.

Ulkemizde niifusun en yogun oldugu sehir olan Istanbul’da, farkli
sehirlerden temin edilip satisa sunulan asurelik bugday, piring, misir unu ve tam
bugday unu 6rneklerinde deoksinivalenol ve okratoksin A varligi ve miktarinin
HPLC ile tayinini ve risk analizini belirlemeye yonelik yapilan bu ¢alismamizda

elde edilen sonuglar su sekildedir;

e 96 adet hububat 6rneginin HPLC ile analizi sonucu;

e 25 adet ornekte (0,13-1,16 pg/kg) DON tespit edilmistir (LOD-LOQ,
0,28-0,92 pg/kg).

e Analizi yapilan 6rneklerden; 7 adet asurelik bugday, 8 adet piring, 8
adet misir unu ve 2 adet tam bugday ununda DON saptanmustir.

e En yiiksek DON diizeyi agikta satilan misir unu 6rneginde (1,16 pg/kg)
tespit edilmistir.

e 11 adet 6rnekte (0,87-6,97 pg/kg) OTA tespit edilmistir (LOD-LOQ,
0,029-0,097 pg/kg).

e Orneklerden; 3 adet musir ununda (1,51-2,23 pngkg) ve 8
adet tam bugday ununda (0,87-6,97 ng/kg), OTA saptanmistir.

e En yiiksek OTA diizeyi marketten alinan paketli tam bugday unu
orneginde (6,97 ng/kg) saptanmastir.
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e (Calismamizda asurelik bugday, piring, misir unu ve tam bugday unu
orneklerinin her birinde yetigkin bireyler i¢in degerlendirilen DON ve
OTA’nin  tahmini diyetsel maruziyet risk karakterizasyonu
(MoE)>10,000 olarak bulundugundan Istanbul’da satis1 yapilan bu
hububat iiriinlerinin tiiketicilerinin DON ve OTA’ya maruz kalma

acisindan bir saglik riski tagimadigr goriilmiistiir.

Analizler sonucunda orneklerde 6nemli oranlarda hem deoksinivalenol
hem de okratoksin A kontaminasyonuna rastlanmistir. Paketli ve acikta satilan
dokme tiriin farketmeksizin hububatlarda toksin kontaminasyon riskinin yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Bu kontaminasyonlarin hasat 6ncesi mi yoksa hasat sonrast
mi1 gerceklestigine yonelik bilgiler ¢alismamizda belirlenmemistir. Hububat
irtinlerinin her asamasi icin sicaklik ve neme dikkat edilmekle birlikte
kontaminasyon kaynaklarinin tespit edilmesi ve gerekli onlemlerin alinarak
tedbirlere uyulmas: 6nem arz etmektedir. Uriinlerin, saklanma kosullar1 ve
paketleme malzemeleri hem dokme hem de ambalajli iiriinlerde, gidalarin
cinsine ve raf omriine dikkat edilerek toksin olusma riski diisiiriilmelidir. Tiim
bu konularda cift¢ilere, isletmecilere, saticilara ve ayrica tiiketicilere biling
diizeyini arttirmaya yonelik egitimler gerceklestirilmesi, mikotoksinlerle

miicadelede ve sagligin korunmasinda olumlu katkilar saglayacaktir.

Istanbul piyasasinda satiga sunulan hububat &rnekleri icin DON ve OTA
kontaminasyonunun yani sira risk analizinde bilgi saglamakla birlikte; 6rnek
toplanacak semt sayisinin ve 6rnek sayisinin arttirilmasi, ayni érneklerin hasat
oncesi ve hasat sonrasi donemlerinin takip edilerek her asamada analizlerinin
yapilmas1 ve hangi asamada daha fazla bulas riskinin oldugu tespit edilmesi,
driinlerin besin igerikleri ve gorlinlimlerinde kayiplar olmayacak sekilde
uygulanacak farkli koruma yontemleri ile potansiyel bulas riskinin minimuma
indirilmesi ile ilgili daha ¢ok g¢alisma ile gozden gegirilmesi gerek

goriilmektedir.
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