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PAKETLI GLUTENSiZ URUNLERDE MiKOTOKSIN VARLIGININ
ARASTIRILMASI

OZET

Gliniimiizde insan ve hayvan saghgimi tehdit eden en Onemli sorunlardan biri
toksinlerdir. Baz1 kiifler tarafindan iiretilen toksik maddelere ‘mikotoksin’ denir. Bu
kiiflerin baglicalar1 Aspergillus, Penicillium ve Fusariumdur. Tahillar ve tahil bazl
gidalar tiim diinyada temel gidalardir.

Bu galismanin amaci, ¢olyak hastalarmin kullandigi paketli glutensiz Griinlerde
bulunan aflatoksin, okratoksin, zeralenon, deoksinivalenol toksin varligini incelemek
ve bu analizlerin verifikasyon ¢aligsmalarint yapmaktir. Analizler Yiiksek Performansl
Sivi Kromatografi (HPLC) cihazi ile yapilmus floresan (FLD) ve diyot dizinli dedektor
(DAD) kullanilmistir. Aflatoksin analizi; AOAC Official Method 991.31, okratoksin
A analizi; AOAC Official Method 2000.03, deoksinivalenol analizi; R-Biopharm
Deoxynivalenol tahillarda ekstraksiyon metodu; Ref No: P50.V13 ve zeralenon
analizi; Journal Of AOAC International Vol. 84 No.5, 2001 metotlar1 kullanilarak
yapilmistir.

Piyasadan rastgele yontemle, 21 adet paketli halde satilan glutensiz iiriin (2 makarna,
1 eriste, 1 musir gevregi, 1 tarhana, 1 piring unu, 1 musir unu, 6 bisklvi / kraker
cesitleri, 1 ekmek, 1 kek karigimi, 1 karabugday unu, 1 beyaz dut kurusu unu, 1
keciboynuzu unu, 1 nohut unu, 1 kestane unu, 1 hindistan cevizi unu) alinmis, her
numunede dorder analiz yapilmistir. Ayrica kor 6rneklere spike yapilarak verifikasyon
calismalar1 tamamlanmistir.

Okratoksin A analizi yapilan Urtnlerden beyaz dut kurusu ununda deger tespit edilmis
ancak bu degerin Tiirk Gida Kodeksi’ne gore uygun oldugu saptanmistir. Misir igeren
makarna Orneginde deoksinivalenol tespit edilmis, Tiirk Gida Kodeksi’ne uygun
olmadig1 belirlenmis, diger tirlinlerde arastirilan toksinler tespit edilememistir.

Anahtar Kelimeler: Colyak, Gluten, HPLC, Mikotoksin



ABSTRACT

Toxins are one of the most important problems threatening human and animal health.
The toxic substances produced by some molds are called ‘mycotoxins’. These molds
are mainly Aspergillus, Penicillium and Fusarium. Cereal products are one of the most
important food sources. Celiac patients should not consume gluten-containing grains.

The aim of this study was to investigate the presence of aflatoxin, ochratoxin,
zeralenone, deoxynivalenol in gluten-free products and verification of these analyzes.
Fluorescence (FLD) and diode array detector (DAD) were used in High Performance
Liquid Chromatography (HPLC). Aflatoxin analysis made with; the AOAC Official
Method 991.31, ochratoxin A analysis; AOAC Official Method 2000.03,
deoxynivalenol (DON) analysis; R-Biopharm Deoxynivalenol in cereal using water
extraction; Ref No: P50.V13, zearalenone (ZON) ) analysis; Journal Of AOAC
International Vol. 84 No.5, 2001.

21 pc of gluten-free products sold in packaged form ( 2 pasta, 1 noodle, 1 corn flakes,
1 tarhana, 1 rice flour, 1 corn flour, 6 biscuit / cracker, 1 bread, 1 cake mix, 1
buckwheat flour, 1 white mulberry dried flour, 1 carob flour, 1 chickpea flour, 1
chestnut flour, 1 coconut flour ) randomly purchased from the market. In addition,
verification studies were completed by spiking blanck samples.

Ochratoxin-A analysis revealed toxin in white mulberry flour, but these values were
found to be appropriate according to the Turkish Food Codex. Deoxinivalenol was
detected in a pasta sample containing corn was not in compliance with Turkish Food
Codex. Aflatoxin and zeralenone were not detectable.

Keywords: Celiac, Gluten, HPLC, Mycotoxin



GIRIS
Mikotoksinler bazi kiifler tarafindan {iretilen, toksik metabolizma turiinleridir.
Kiiflenen her tahilda toksin gelisimi olmaz. Bir genelleme yapacak olursak zedelenmis

tahil tanelerinde toksinlerin olusum riski saglam tanelerden fazladir. (Charles, R.,

Hurburgy, JR. 1995).

Uriinlerde tohum Kalitesi cok onemlidir. Toksinler; tohum ekildigi andan itibaren
tarlada bliylimesi sirasinda, hasat edilip nakliyesi, depolama sartlarinin uygun

olmadig1 durumlarda Ozetle tarladan tiiketilene kadar her asamada gelisebilir

(Vidyasagar T, Sujatha N, Sashidhar RB. 1997).

Gilintimiizde 350 fungus tiirliniin 400’den fazla mikotoksin iirettigi bilinmektedir.
Mikotoksin reten en énemli funguslar Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria
turleridir. ( Kielstein, P. 1993 ) Insan ve hayvan sagligina etki eden en 6nemli toksinler

ise aflatoksin, okratoksin A, trikotesenler, zeralenon ve fumonisindir.

Mikotoksinlerin insan ve hayvanlarda sebep olduklar1i toksik sendromlara
“mikotokzikozis™ ad1 verilmektedir (Ozkaya ve dig., 1999). Mikotoksinler viicudun
organ ve dokularinda bozukluklar meydana getirirken en ¢ok karacigeri etkilerler;
bunun yaninda, bobrekleri, sinir ve kaslari, sindirim sistemini, deriyi, solunum
sistemini ve ireme sistemini etkilerlerken bazilarinin teratojenik ve karsinojenik
etkileri de vardir (Kaya ve Yarsan 1995). Mikotoksinlerin insan ve hayvanlarda sebep
oldugu etki alinan doza, toksine maruz kalma siiresine, yasa ve fizikokimyasal duruma

gore degisiklik gostermektedir (Galvano ve dig., 2001).

Hububat ve drlnleri, insan beslenmesindeki en temel triinlerdir. Hububatlar ayni
zamanda hayvan yemi, tohumluk gibi alanlarda da kullanildigi igin iilkemiz
ekonomisinde onemli yer tutmaktadir. Ancak hububatta gelisen kiifler tohumun
kalitesinin bozulmasina neden olarak 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Daha da onemlisi insan ve hayvan saglig1 i¢in biiyiik tehdit olusturmaktadir. Gida ve
Tarim Orgiitii (FAO) verilerine gore diinyada tarmm iiriinlerinin %25’inde cesitli
mikotoksinlerin varligi s6z konusudur (Kabak ve dig. 2006). ABD ve Kanada’da
yalnizca yemlerde ve ciftlik hayvanlarinda mikotoksinlerin neden oldugu yillik kaybin

5 milyar $ diizeyinde oldugu tahmin edilmektedir (Smith, 2001).



Bugday, arpa, ¢avdar ve yulaf katkili her tiirlii iirlin. (un, bulgur, bulgur pilavi, irmik,
makarna, sehriye, kuskus, ekmek, kek, pasta, kurabiye, biskiivi, borek, ¢corek, gofret,
simit, kraker, dondurma kiilahi, unlu tatlilar, gluten i¢eren hazir salga, ketgap, un ilave
edilen corbalar, soslar, tarhana, yarma gibi ) gluten icerir. Gluten icermeyen en ¢ok
kullanilan {irtinler misir ve piringtir. Bununla birlikte nohut, dar1, kara bugday, kinoa
gibi  dogal yapisinda gluten icermeyen drlinler de kullanilmaktadir
(https://hsgm.saglik.gov.tr). Colyak hastaliginin kabul goéren tek tedavisi glutensiz
beslenmedir. Bu nedenle ¢olyak hastalari i¢in 6zel tiretilen gidalarda ¢ogunlukla misir

ve piring kullanilmaktadir.

Misirda birden fazla mikotoksinin bir arada ortaya ¢ikmasi nedeniyle en riskli iiriindiir
ki misir ayn1 zamanda diger tahil {irlinlerinden farkli olarak fumonisin de icerebilir. Bu
durum ozellikle ¢olyak hastalar i¢in endise verici olabilir. Misir iiriinlerinin yiiksek
tlketicileri olarak ¢olyak hastalari i¢in olasi bir saglik sorunu olabilmektedir (Brera ve

dig. 2014). Buna ragmen bu konuda ¢ok az sayida ¢alisma yapilmistir.

Colyak hastaligi, genetik olarak hassas bireylerde gluten alinmasiyla tetiklenen bir
hastaliktir. Colyak hastalig1 olan insanlar; bugday, arpa, ¢avdar ve bir dereceye kadar
da yulafta da bulunan bir protein olan 'Gluten' e kars1 hassasiyet gosterirler (Arendt E.
K., Moroni A., Zannini E., 2011). Colyak hastaliginin siklig1 farkli ¢alismalarda %
0,8-1 arasinda bildirilmektedir (Dalgig¢ ve dig., 2011).

Colyak hastaligi goriilme sikligi bolgesel degismekte olup Tiirkiye’de 250 bin ile 750
bin arasinda ¢olyak hastasi tahmin edilmektedir. Ancak bu hastalarin ¢ok azina tani

konmustur (https://hsgm.saglik.gov.tr).

Bu nedenle bu tezde; diinya niifusunun yaklasik % 1’ini, olusturan ¢dlyak hastalarinin
tilketmek zorunda oldugu Ulkemizde uUretilen glutensiz iirtinler mikotoksin varligi

yoniinden incelenmis, ¢olyak hastalarinin sagligini tehdit edip etmedigi arastirilmistir.


https://hsgm.saglik.gov.tr/
http://www.hurriyet.com.tr/haberleri/gluten
https://hsgm.saglik.gov.tr/

1. LITERATUR ARASTIRMASI

Glutensiz Urlnlerin en biiyiik sorunlardan bir kag1 gabuk bayatlamasi, protein, mineral
eksikligi ve lezzet yoniinden yetersizligidir. Daha kolay bayatladig1 i¢in kiif olusumu
daha hizli olmaktadir. Bununla ilgili ve diger glutensiz gidalardaki toksinlerin

incelenmesiyle ilgili literatiir arastirmalart yapilmistir.

Yilmaz ve Dogan (2015), gluten icermeyen farkli un, nisasta karigimlarina emiilgator,
kivam arttirict ilave ederek 8 farkli karisim olusturarak glutensiz ve glutenli ekmegi
karsilagtirmislardir. Caligma sonucunda bugday unu ile yapilan ekmegin raf dmriiniin
gluten icermeyen ekmeklere gore daha fazla oldugu sonucuna ulasmislardir. Glutensiz
karisimlarda ekmek kalitesini arttirmak i¢in piring ununun karisimda mutlaka olmasi
gerektigini ve bu karigimlarin protein igeriklerini zenginlestirilerek besleyici degerinin

arttirtlmasi gerektigini bildirmislerdir (Yilmaz ve Dogan, 2015).

Glutensiz iriin diyeti, daha fazla misir, piring ve diger glutensiz tahil tiiketimi ile
iligkilendirilir. Son on yilda, baz1 durumlarda agir mikotoksin kontaminasyonu
gosteren bazi raporlar misir bazli {irlinlere odaklanmistir. Daha yakin zamanlarda,
glutensiz (riin diyeti Urtnlerinin  mikotoksin kontaminasyonu ile ilgili 0Ozel

arastirmalar celigkili sonuglarla yaymlanmistir (Caldas ve Silva, 2007).

Misir bazli glutensiz iiriinler ¢olyakli hastalar i¢in biiylik bir temel maddedir. Bu
urtinler yuksek oranda toksin icerir. Bu; yillar siiren gluten kaynakli hasardan sonra
sagliklarini iyilestirmeye ¢aligsanlar i¢in bir sorun teskil etmektedir. Ek olarak, birgok
musir triiniiniin diger drlnler ile ¢apraz kontamine oldugu gosterilmistir. (Osborne,

2012).

[talyan pazarindan toplanan glutensiz iiriinlerde farkli mikotoksinlerin varligia iliskin
yapilan benzer bir arastirma, makarna hari¢ dikkate alinan tiim {iriin kategorilerinde
FB ve ZON bulundugunu gostermistir. Ozellikle, analiz edilen numunelerin % 29'unda
FB'ler, %11'inde ZON bulunurken, birka¢ Ornekte diisik DON seviyeleri tespit
edilmistir (Brera ve dig., 2014).

Belgika pazarinda yapilan benzer bir anket, Fusarium fungusunun neden oldugu

mikotoksinlerin tahil bazli iiriinlerde, 6zellikle tam 6giin bazli veya lif bakimindan



zenginlestirilmis lirlinlerde yaygin olarak ortaya ¢iktigint dogrulamistir (De Boevre ve
dig., 2013).

Valencia'da supermarketlerden toplanan misir bazli kahvalt1 gevreklerinde DON'un
varhig1 izlendi. Misir bazli yiyeceklerde, o6zellikle kizarmis ve pismis misir

aperatiflerinde de DON i¢in pozitif degerler elde edilmistir (Castillo ve dig., 2008).

Fumonisinlerin varlig, sertifikali farklt misir bazli glutensiz tirtinleri tizerinde yapilan
basarili bir calisma sirasinda goézlendi; 8/118 {iriinde Avrupa Komisyonu tarafindan

belirlenen yasal sinir1 asan FB degerleri gosterilmistir (Dall’ Asta ve dig., 2012).

2009'da italya'da piyasalardan satin alinan farkli glutensiz iiriinlerinde FB'lerin
olusumu arastirildi: Bulgular, bu 6zel gidalarda fumonisinlerin yaygin bir sekilde
ortaya ¢iktigim gosterdi. Ozellikle, ele alinan bazi 6rnekler, dzellikle musir unlari ve

kahvaltilik tiriinlerde limiti asmistir (Dall’ Asta ve dig., 2009).

Mikotoksin maruziyetinin idrar biyobelirtegleri, bir grup ¢olyak hastasinda (n = 55) ve
kontrol grubundaki saglikli bireylerde (n = 50) alisilmis diyetlerini takiben
degerlendirilmistir. Iki gruptan toplanan 105 idrar 6rneginde deoksinivalenol (DON),
zearalenon (ZON) ve fumonisin Bl (FB1) izlenmistir. Toplam 19 pozitif vakasi
cikarken, calisilan tiim denekler arasinda en ¢ok saptanan mikotoksin ZON idi.
Sonuglar, iki grup arasinda mikotoksin maruziyetinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark gostermedi ve spesifik mikotoksinlerin varligi, herhangi bir belirli gida
kategorisinin alimi ile ilgili degildi. Glutensiz rlnler igin spesifik dizenlemenin acil

olmadigimi gostermektedir (Cirlini ve dig., 2017).

Colyak hastalar1 diyetinin genel popiilasyona gore daha fazla misir almasi nedeniyle
fumonisinlere maruz kalma ihtimali daha yiiksektir. FB1 disinda DON ve ZON'e
odaklanilmis ve DON'un gastrointestinal mukozay1 bozdugu kanitlanmistir (Mazzeo
ve dig., 2016), ZON’un ise arastirmaya deger bir endokrin bozucu oldugundan
stiphelenilmektedir (Mally,Solfrizzo, Degen, 2016).

Brera ve dig. glutensiz Grlinlerde makarna hari¢ zearalenone kontaminasyonu tespit
etmistir. Colyak hastalarinin fumonisinlere (FB) ve zearalenona (ZON) maruz

kaldiklar1 degerlendirilmistir. Cocuklar i¢in bildirilen maruz kalma degerleri FB'ler ve



ZON i¢in toksikolojik esiklere gore daha diisiiktii. Sonug olarak, ¢6lyak hastalarinin
FB'lere ve ZON'a maruz kalma degerleri TDI (tolere edilebilir giinliik alim miktar1)

degerinin altinda oldugu bu ¢alismada belirtilmistir (Brera ve dig., 2014).



2. GENEL BILGILER
2.1. Mikotoksinler

Yunanca’da ‘mykes’ mantar anlamina gelmektedir, Latince’de ise ‘toxicum’
zehir/toksin anlamina gelmektedir. Mikotoksin terimi ‘mykes’ ve ‘toxicum’

kelimelerinin birlesmesiyle olugsmustur. (Scussel, 1998).

1960 yil1 mikotoksinlerin kavranmasinda doniim noktasidir. O tarihe kadar tarimsal
trlinlerin kiiflenmesi sadece ekonomik ydnden problem yaratirken 1960 sonrasi
canlilarda meydana getirdigi hastaliklar nedeniyle ilgi odagi olmustur. 1960 yilinda
Ingiltere’de ¢ok sayida kiimes hayvanmin 6liimii ile sonuglanan hastalik ‘Turkey X’
olarak adlandirilmis ve bunun nedeninin hayvan yemlerinde kullanilan Brezilya yer
fistigindaki toksin oldugu bulunmustur. Bu tarihten sonra toksinler arastirilmaya
baslanmis ve ¢ok sayida calisma yapilmistir. Aflatoksin ilk defa Aspergillus flavus’ta
saptandigindan bu mantarlarin adininn ilk harfleri kullanilmis ve bu mikotoksine

aflatoksin ad1 verilmistir (Goldblatt, 1965, Miller 1987).

Tiirkiye’de aflatoksin sorununun ortaya ¢ikmasi ilk kez 1967°de Kanada’ya ihrag
edilen 10 ton findigin toksinli oldugu gerekcesiyle iade edilmesiyle olmustur. Daha
sonra 1971°de ABD’ye ihrag edilen antep fistiginda, 1973 yilinda Danimarka’ya ihrag

edilen incirlerde aflatoksin tespit edilmistir (Goniil ve Boyacioglu 1985).

Mikotoksinler; Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria ve Claviceps gibi
mantar (kiif) cinslerinin sekonder metabolizmast sonucu olusan, diisiik molekiil
agirhikli, ok gesitli kimyasal yapiya sahip dogal toksinlerdir. Insan ve hayvan saglhig
tizerinde gii¢lii ve cesitli toksik etkiler olusturmaktadirlar. Diinyadaki mabhsiillerin
dortte birinin mikotoksin ile kontaminasyon riskinin oldugu bildirilmistir (Steyn PS,

Stander MA, 1999 ve Aljicevic ve dig., 2008).

Temizlik, bocek kontrolii, mantar 6nleyici ajanlarin kullanimi ve tohum kabugunun
biitlinliigii, mikotoksin seviyelerini en aza indirgemek veya azaltmak i¢in dnemlidir
(Council for Agricultural Science and Technology, 2003). Tarimsal Grlnlerde
mikotoksinler, hasat dncesi tarladan baslayarak uygun olmayan depo kosullarinda ve
uzun siireli depolamalarda toksin iireten funguslarin gelismesiyle ortaya

cikmaktadirlar (Tiryaki ve dig. 2011).



Mikotoksin iiretebilen kiifler; tahillar, kurutulmus meyveler, kuruyemisler ve
baharatlar gibi sayisiz gida maddesi iizerinde biiyiir. Yiizlerce farkli mikotoksin
tanimlanmistir, ancak en ¢ok gdzlenen mikotoksinler, aflatoksinler, okratoksin A,

fumonisinler, zearalenon ve deoksinivalenol olup insan saglig1 ve hayvan sagligimni

tehdit etmektedir (WHO, 2018).

Mikotoksinler bazi fungus tiirleri tarafindan iiretilen, insan ve hayvanlarda akut veya
kronik mikotoksikozizlere neden olurlar. Mikotoksinlerin neden oldugu hastaliklara
‘mikotoksikoz’ denir (Cardona, 2000).

Canlilarda alinan mikotoksin dozuna bagli olarak iki farkli etki goriilebilir. Yiiksek
dozda alindiklarinda kisa siirede Oliim goriilebilir. Daha az dozlarin uzun siire
alinmalar1 sonucunda kronik hastaliklar goriiliir. Akut toksik etkiye bireyin duyarliligi,

genetik ve fizyolojik 0zellikleri ve gevresel faktorler etkendir (Tunail, 2000).

Akut mikotoksikozlarin semptomlar1 arasinda karaciger ve bobrek hasari, merkezi
sinir sistemine saldirilar, cilt bozukluklari, hormonal etkiler, diisiik, kanama, kusma,
ishal ve digerleri bulunur. Giinliik beslenmede eser miktarda alinan toksinler viicuttan
atilirken aflatoksin gibi bazi toksinler viicutta birikerek kansere neden olmaktadir

(Carjaval-Moreno, 2015).

Teknolojik islemlere karsi yiiksek stabiliteye bagli olarak, mantar kirliligi, tiretim
zinciri boyunca tarladan ham {riinlere ve daha sonra nihai iriinlere aktarilabilir.
Mikotoksinler arasinda Fusarium, deoksinivalenol (DON), zearalenon (ZON) ve
fumonisinler (FB'ler) gibi 1liman bolgelerde tahillarin kirlenmesi ile ilgilidir. Bu
bilesikler ¢ok c¢esitli toksik aktivitelerden ve endokrin sisteminin bozulmasindan

sorumludur (De Ruyck ve dig., 2015).

Mikotoksinler; genellikle yiiksek sicakliklara direnglidirler, mikotoksin ¢esitlerine,
sicaklik derecelerine ve uygulama siirelerine gore farkli stabilite gosterirler. (Tunail
2002). Cogunlukla renksiz, kokusuz ve tatsizdirlar. Gidalarin teknolojik olarak
islenmesi sirasinda, nihai gida iiriinlerinde kalirlar. Ozellikle aflatoksinler, 1s1ya son
derece dayanikli maddeler olup, ancak 300°C’nin iizerindeki 1silarda tiimiiyle
parcalanabilirler. Bu nedenle gidalarin pisirme 1silarinda bozunmazlar. Aflatoksinler

ozellikle bu yonleriyle insan saglig1 agisindan biiyiik risk olustururlar (Tuncer, 1987).



Kiiflerin verdigi ekonomik zararlar, tarim iiriinlerindeki kayiplar dikkate alindiginda
gercekten azimsanamayacak diizeydedir. Yillik iiretimler baz alindiginda; yagh
tohumlarda %12, piringte %5, yer fistiklarinda %4.2, misirda %3, soya fasulyesinde
%3 Uriin kayb1 meydana gelmektedir (Karaca 2005).

Baslica mikotoksinler, bu mikotoksinleri ilireten mantarlar, en sik kontamine olan

tirtinler ve saglik tizerine 6nemli etkileri Tablo 2.1.” de bulunmaktadir.

Tablo 2.1. Baslica mikotoksinler,bu mikotoksinleri iireten mantarlar, en sik kontamine
olan iiriinler ve saglik iizerine 6nemli etkileri (Koppen,R. ve dig., 2010).

Mycotoxin Mantar Turleri Bulundugu Gida Uriinleri Saglik Problemleri

Aflatoxins Aspergillus Yagli tohumlar (findik, | Kanserojen, mutajenik,
fistik vb), tahillar, | teratojenik,hepatotoksik,
kurutulmus meyveler, | nephrotoxic,bagisiklik,
misir, piring, siit, | bagirsak yolunda kanamave
baharatlar, bebek mamalari, | bobrekler, karaciger
yem hastalig

Trikotesenler Fusarium Tahullar, tahil bazli iiriinler, | Immiino depresyonlar,

(DON) musir, bugday,tahil Griinleri | mutajenik, gastrointestinal

kanama, norotoksik

Zearalenon Fusarium Arpa, yulaf, bugday piring, | Ostrojenik aktivite

(ZON) susam, soya fasulyesitahi, | (vajina sarkmasi, rahim
tahil bazli tiriinler genislemesi),

Ochratoxins

Penicillium and

Tahillar, kurutulmus asma

Kanserojen, mutajenik,

(OTA) Aspergillus meyvesi, sarap, nefrotoksik, hepatotoksik,
kahve, yulaf, baharat, | teratojenik, immino
cavdar, kuru Uzdm, baskilayicilar,

Uzum suyu, baharatlar kanserojen
(idrar  yolu  tumdrleri),
inhibisyon

protein sentezi

2.1.1. Aflatoksin

Mikotoksinler i¢inde en dénemlisi ve en ¢ok arastirilan1 aflatoksindir (AFB1, AFB2,
AFG1, AFG2). Aflatoksin molekiil yapilar1 Ozkaya, S. ve Temiz, A.” nin 2003 tarihli
Aflatoksinler ve Kimyasal Yapilar1 adli yaymindaki gibi Sekil 2.1.’de gosterilmistir.
Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus turlerine ait kif mantarlar: tarafindan
1999).

isimlendirilmisler ve mavi floresans verenler AFB1 ve AFB2, yesil floresans verenler

olusur (Agaoglu, Ultraviyole 151k altinda verdikleri renge gore
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ise AFG1 ve AFG2 olarak isimlendirilmistir. Toksik etkileri birbirinden farkli olup
AFB1 > AFG1 > AFB2 > AFG2 seklindedir (Soy6z, Ozgelik, 2002). Aflatoksin en
¢ok musir, bugday, piring, soya fasulyesi, baharat, findik, fistik, yer fistig1, siit, yagh

tohumlar, kurutulmus meyve, peynirlerde gorulir.

(A) (B)

(C) (D)

Sekil 2.1. Aflatoksin molekiil yapisi A-) Afla B1 B-) AflaB2 C-) Afla G1 D-) Afla G2 molekiil yapist
(Ozkaya, S., Temiz, A.)

2.1.2. Okratoksin

Okratoksinlerin A ve B olmak iizere iki tiirli vardir ancak en yaygin formu okratoksinA
(OTA)’dir. Molekiil yapisi Bennett, J. W., Klich, M. nin, 2003 tarihli Mycotoxins adli
yayminda Sekil 2.2.’deki gibi gosterilmigtir. OTA Aspergillus ve Penicillium grubu
kifleri tarafindan dretilir. OTA daha ¢ok tahillar, tahil iriinleri, sarap, kahve,
baharatlarda goralir.

OTA 6zellikle iiriinlerin depolanmasi sirasinda olusmaktadir (Soydz, Ozgelik, 2002
ve Khoury, Atoui, 2010). Bu bilesikler kiimes hayvanlarindaki nefrotoksik etkileri
(bobrek hasari) ile bilinmektedir (Lanza ve digerleri, 1980; Manning ve Wyatt, 1984).



Cli

Sekil 2.2. Okratoksin A’nin molekiil yapisi (Bennett, J. W., Klich, M.)

2.1.3. Deoksinivalenol

Deoksinivalenol trikotesenler grubuna dahil bir toksindir ki bunlarin en 6nemlisi
deoksinivalenol (DON)’dur ve molekiil yapisi Sekil 2.3.” te gosterilmistir (Bennett, J.
W., Klich, M., 2003). Ozellikle Fusarium, grubuna dahil kiifler tarafindan
sentezlenirler. DON yulaf, arpa, ¢avdar, bugday, misir, piring ayrica un, ekmek ve
kahvaltilik tahillar gibi bugday ve misirdan iiretilen gidalarda bulunur (Josephs ve dig.,
1998).

1

CH, CH

OH 2 3
OH

Sekil 2.3. Deoksinivalenol molekiil yapis1 (Bennett, J. W., Klich, M.)

2.1.4. Zearalenon (ZON)

Zearalenon (ZON) molekiil yapist Sekil 2.4.’te gosterilmistir (Bennett, J. W., Klich,
M., 2003). Fusarium kiifleri tarafindan sentezlenir. Basta misir olmak tizere tiim

tahillarda bulunur. Zearalenon 6zellikle yagisli ve serin mevsimlerde sentezlenir

(Zinedine ve Manes, 2009).
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Sekil 2.4. Zearalenon molekiil yapisi (Bennett, J. W., Klich, M.)

2.2. Mikotoksinlerin Olusumunu Tetikleyen Etmenler

Hem hasat 6ncesi hem de hasat sonras1 biiylime ve mikotoksin iiretimini etkileyen iki
ana faktor sicaklik ve nemdir. Bunun yaninda pek ¢ok cins mantar biiyiime, gelisme
ve mikotoksin iiretimi i¢in belli kosullara ihtiya¢c duyar. Bu kosullar 6zetle; nem,
sicaklik, substrat tipi ve besinsel faktorler, atmosfer oksijen ve karbon dioksit
diizeyleri, diger mantar tiirlerinin varlii, cografi konum, genetik sartlar olarak

siralanabilir (Concon, 1988 ve Ominsk ve dig. 1994).

Tim kiifler toksin iiretmedigi gibi toksijenik kif tiirlerinin biitin suslar1 da

toksin tiretmeyebilir. Gelisen mantarin toksin tiretmesi dnemlidir (Evren,1999).

Ortamin rutubeti ve su aktivitesi mantarlarin daha etkili olmasina neden olmaktadir.
Gidalarin su aktivitesinin bagil nemden diisiik olmasi durumunda gida nem ¢eker.
Sicaklik da toksin olusumunu etkileyen bir deger 6nemli etmendir. Tiim bu nedenlerle
depolama sirasinda ortamin nemi ve sicakligi kontrol altinda tutularak toksin olusumu

kontrol altina alinabilir (Ayhan, 2000).

Mantarlarin gelisiminde etkili olan bir diger etmen pH degeridir. pH = 3.5-8.0
aralifinda kiiflerin gelistigi bilinmektedir (Ayhan, 2000). Mantarlarin gelisimi i¢in
oksijen varligi gerekmektedir, nitekim CO2 miktart %10’ un {izerine c¢iktiginda

mantarlar inhibe olur (Sahin ve Sehu 2015).

Bitkilerin gelisme doneminde ¢esitli bocekler bitkilere zarar verebilmekte bu da
sporlarin bitkiye girmesine neden olmaktadir. Bazi bdcekler toksijenik kiiflerin

dagilmasinda rol almaktadir (Le Bars J.,1982).
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2.3. Gluten ve Colyak

Colyak hastalig1 (ya da gluten enteropatisi), bagirsaklardaki sindirimi saglayan villus
(tliysii olusumlar) denilen yapilarin bozulmasina sebep olan ve dolayisiyla da
yiyeceklerdeki besinin emilmesini engelleyen ve ince bagirsakta hasarlar olusturan bir
alerjik sindirim sistemi hastalifidir. Yasam boyu siiren tek gida alerjisidir

(https://hsgm.saglik.gov.tr).

Colyak bazen hig belirti gostermeyebilir ya da ¢ok hafif seyredebilir. Baz1 bireylerde
ise karin agrisi, ishal, istahsizlik, enfeksiyonlarda artig, kusma ve gelisim yavaslamasi

gibi etkilerle kendini gostermektedir (https://hsgm.saglik.gov.tr).

Tiirkiye'de tan1 konan ¢dlyak hastaligi sayilarinin bolgelere gore dagilimi 2017 yili
icin Sekil 2.5.’te verilmistir. 2019 y1li Mayis ayi itibari ile tilkemizdeki ¢0lyak hasta
sayis1 68123'diir.

40703

Sekil 2.5. Tiirkiye’de tan1 konan ¢6lyak hastalarin bolgelere gore dagilimi
(https://hsgm.saglik.gov.tr)

Colyak hastalar ve intoleransi olan hastalar, gluten iceren {iriinlerden uzak durmalidir.
(Lee, Andersen, Ryu, 2014). Bunlan tiiketmeleri durumunda bagirsak hasari
olusabilmektedir. Bu da yeterince besin emilimi yapilamadigindan yetersiz

beslenmeye neden olmaktadir (Hill ve dig., 2002).

Tahillardaki ana depolama proteini glutendir. Gluten 6zellikle bugday esasli iiruinlerin
kalitesini etkileyen temel bilesendir (Ozugur ve Hayta, 2011). Bugday ununda bulunan
gluten hamura hacim ve elastikiyet kazandirirken giizel bir tat ve koku verir. Glutensiz

urtinlerde bugday yerine piring, misir, soya fasulyesi, yer fistig1 ve nohut gibi gluten
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icermeyen triinlerin unlar1 kullanilir. Ayrica yalanci tahil olarak bilinen karabugday,
kinoa gibi unlar da tercih edilmektedir (Hayit ve Giil, 2017). Caligmamizda sectigimiz

uran igerikleri; glutensiz trinler ve gluten igermeyen tahillarin unlaridir.

2.4. Validasyon Nedir?

Validasyon; bir cihazin, metodun veya sistemin belirlenen amaca uygun oldugunu
gostermek ve metodun performansini belirlemek i¢in yapilan 6lgme islemleridir. Tiim
metotlar i¢in asagida belirtilen metot parametrelerinin validasyon ¢alismalari

yapilmustir.

LOD / LOQ: genel olarak tespit limiti (LOD), metodun laboratuvar kosullarinda
ornekteki varligini tespit edebildigi ancak kesin miktarini 6l¢gemedigi en diisiik analit
konsantrasyonu; tayin limiti (LOQ) ise miktarsal olarak tespit edilebilen en diisiik

analit konsantrasyonu olarak tanimlanabilir (Agar ve dig., 2013).

LOD=SDx 3

LOQ = SD x 10

LOD (Limit of Detection) = Tayin Limiti
LOQ (Limit of Quantitation) = Olgtim Limiti

Standart sapma (SD): Bir serinin standart sapmasini bulmak i¢in serinin aritmetik
ortalamas1 hesaplanir, her bir sayimnin aritmetik ortalamadan farkinin karesi alinarak
toplam1 bulunur. Elde edilen toplam deger eleman sayisinin 1 eksigine boliimiiniin
karekokii aliarak SD elde edilir. Olgiim sonuglarinin aritmetik ortalamadan ne kadar

saptiginin ortalamasini veren ol¢iidiir ve asagidaki formiille hesaplanir.

_[Bxi-x)?
5= }nT

Bagil Standart Sapma (RSD): Standart sapmanin ortalama degere bdliinmesi ile elde
edilir. %RSD ise RSD’nin 100 ile ¢arpilmasi ile elde edilir ve o6l¢iilen degerin dogru
ya da dogru kabul edilen degere yakinligimni gosterir. Birlestirilmis rolatif standart

sapma hesaplamas1i,RSDpool, agsagidaki formiil kullanilarak elde edilir.

RSD (ny — 1RSD? + (n, — 1)RSD5 + ---
poot= (m—-D+m -1+
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Metot Calisma Arahg (Lineer Aralik): Metoda bagl olarak 6l¢iim sonucunda
hesaplama yapilabilecek alt ve iist limit araligi. Metot ¢alisma araligini belirlemek i¢in
ornek kor ve kore bilinen konsantrasonlarda standart eklenerek cihazda okuma
yaptirilir.. (metot igerisinde aksi belirtilmemis ise ISO 11095’e gore en az 3 farkl
konsantrasyon seviyesinde veya metodun, mevzuatin gerektirdigi seviyelerde, standart
cozelti ile, en az 2 tekrarli yapilmalidir.) Sekil 2.6’daki gibi bir grafikle gosterilir.
Metot ¢alisma araligi ise Sekil 2.7.’de gosterilmistir. (GTHB, Kimyasal Ve Fiziksel
Analizlerde Metot Validasyonu/Verifikasyonu Rehberi, 2018).

100 +— Caligma Aralfi ————w»
30+
a0
40 1

207

0 20 40 50 80 100

X
Sekil 2.6. Metot Calisma Araligi - x : Test drneginin konsantrasyonu, y: Olgiilen

konsantrasyon  (GTHB, Kimyasal ve  Fiziksel  Analizlerde  Metot
Validasyonu/Verifikasyonu Rehberi)
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Sekil 2.7. Cihaz Calisma Aralig1 - x : Kalibrasyon standartlarinin konsantrasyonu, y:
Cihazin  sinyali (GTHB, Kimyasal ve Fiziksel Analizlerde Metot
Validasyonu/Verifikasyonu Rehberi)

Tekrarlanabilirlik: Tim sartlarin (6l¢lim metodu, kisi, cihaz, laboratuvar, ¢alisma
kosullari, (kisa zaman) ayni oldugu kosullarda elde edilen bagimsiz deney sonuglarinin
birbirine yakiligidir. Standart sapmasinin (SD) ve rolatif standart (RSD) sapmasi

hesaplanarak tekrarlanabilirlik uygunluk kontrolleri yapilir.

Tekrarlanabilirlik Limiti Testi: Tekrarlanabilirlik kosullar1 altinda kisa zaman
araliklariyla ayni kisi tarafindan yapilan analizler sonucu arasindaki (Genellikle % 95

olan belirli bir gliven aralifinda kalmas1 beklenen) mutlak fark: ifade eder.

“r” degeri ilgili metotta verilmis olabilir, verilmediyse asagidaki formiile gore
hesaplanir.

r=f(n)*SD

r = Tekrarlanabilirlik limiti,

f(n) =TS 5822’ deki paralel sayisina denk gelen katsay1

Analiz sonuglarmin “r” degerine gore uygunluk kontrolii; elde edilen sonuclar

R
T

arasindaki mutlak fark “r” degerinden kiigiik veya esitse bu analiz sonuglar1 uygundur.
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Horwitz: Tekrarlanabilirlik standart sapmasi1 konsantrasyona bagli olarak degisir. Kabul
edilebilir degerler asagidaki Horwitz esitligi ile hesaplanarak bulunur. Elde edilen
tekrarlanabilirlik RSD pool degerleri Horwitz esitliginden bulunan degerden kiigiik

olmaldr.

PRSDr = 21705+logt

PRSDr (%) : Horwitz esitliinden hesaplanan rolatif standart sapma
C : Calisilan konsantrasyon seviyesi kiitle fraksiyonu

Tekrar Uretilebilirlik: Uygulanan kosullardan (metodun esasi, 6l¢iim metodu, kisi,
cihaz, laboratuvar, ¢alisma kosullari, zaman) farkli giinlerde elde edilen Olguim
sonuclarinin standart sapmasinin (SD) ve rolatif standart (RSD) sapmasinin

hesaplanarak uygunluk kontrolii yapilir. Bu ¢alismada Horwitz testine tabi tutuldu.

Geri kazamim / Gergeklik
Geri kazanim ¢aligmasinda, bilinen konsantrasyonda analit 6rnege ilave edilerek (spike /

zenginlestirme) 6rnek analiz edilir ve tespit edilen analit konsantrasyonu ile ilave edilen miktar
oranlanarak geri kazanim hesaplanir.

Geri kazanim sonuglar1 asagidaki formiile gore hesaplanmistir;

Geri kazanim=(C1+C2)/100
C1= Bulunan konsantrasyon degeri
C2= Spike konsantrasyonu
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1. Kullanilan Cihazlar

Bu calismada kullanilan alet ekipmanlar su sekildedir. Milli Q bidistile su cihaz ile
(Millipore, Merck, Darmstadt, Almanya) bidistile su elde edildi. Mobil fazlar

ultrasonik su banyosu (Intersonik, Istanbul, Tiirkiye ) ile degaze edildi.

Tartimda, tiim deneyler igin analitik teraziler (Sartorius CP 3202S, Goettingen,
Almanya) kullanildi. Numuneleri 6giitmek ve homojenlestirmek igin blender (Waring,
ABD) ve dgiitiicii (Yazicilar G2, Tiirkiye) kullanildi.

DON analizinde Hettich 32A (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,Almanya) santrif(j,
DON ve OTA analizlerinde yogunlastirma i¢in Parker Balston Nitro ( NY, ABD )
marka azot jeneratotoru, viale almadan ise vorteks/tip karistirict (DLAB MX-
S,Scientific Inc., Cin ) kullanildu.

Kromatografik analizler (Afla, ZON, DON ve OTA), bir ikili pompa, g¢evrimigi
degazor, otomatik ornekleyici, 2 dedektor (DAD ve FLD) ve bir kolon termostat ile
donatilmis HPLC (Agilent 1100 ve 1260, Santa Clara, CA, ABD ) kullanilarak
gerceklestirildi. Analitik kolonda aflatoksinlerin (B1, B2, G1, G2) tamamen ayrilmasi
ve aflatoksin B1 ve aflatoksin G1'in floresans yogunlugunu gii¢lendirmek i¢in kolon
sonrast tiirevlendirme igin Kobra-cell / elektrokimyasal hiicre ( R-Biopharm-
Thomson,Darmstadt, Almanya) kullanildi. Afla, OTA, ZON analizlerinde ACE C18
(250 mm x 4.6 mm) kolon (Aberdeen, Scotland ), DON analizinde ODS-EP 150 mm X
4.6 mm kolon kullanildi.

3.1.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromotografi (HPLC)

Cesitli maddelerin hareketli faz yardimiyla, sabit bir faz arasindan degisik hizlarla
hareket etmeleri ve ayrilmalar1 esasina dayanir. Yiiksek Performanshi Siwvi

Kromatografi (HPLC) Sekil 3.1.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. HPLC Cihazi (Agilent 1260, Agilent 1100)

HPLC cihazi baslica bes alt boliimden olusur.

o Hareketli faz (Mobil faz)

e Pompa

e Enjektor
e Kolon

e Dedektor

Mobil faz, HPLC’de hareket ederken numuneyi tasir. HPLC sistemlerinde
kullanilacak tiim ¢6zgenler en az HPLC saflikta olmalidir. iz miktardaki safsizliklar
dahi kolonu etkileyerek girisime neden olabilirler. Ayrica tiim solventlerin gazinin
alinmasi (degaze edilmesi) zorunludur, aksi taktirde ¢dzgende hava kabarciklarinin
bulunmas1 pompa ve kolonda problemlere neden olmaktadir (Ornegin; kolonda

kabarcik olusturarak pik genislemesine yol acar).

Pompanin ii¢ temel iglevi bulunmaktadir ki bunlar; dogru ve sabit akis saglamak, dogru
hareketli faz bilesimini saglamak ve kolon i¢inde mobil fazi itmek i¢in gerekli olan

kuvveti saglamaktir.

Ornekleme sistemleri; kolona gonderilmesi gereken analitlerin ¢ok yiiksek basing
altinda akis ve basing kosullarini degistirmeden saglikli bir bigcimde enjekte edilmesini

saglar.
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HPLC’de kullanilan ayirma kolonlar1 genellikle paslanmaz ¢elik olup yiiksek
basinglara dayaniklidir. Siklikla kullanilan kolonlar 4.5-5.0 mm i¢ ¢apli ve 10-30 cm
uzunlugundaki kolonlardir. Kolon dolgu materyalleri genellikle silika ve aliimina
esaslidir. Bir bilesigin alikonma zamani partikiil biiyiikliigiine, yapisina ve kimyasina

gore degisiklik gosterir.

Dedektor ise kolondan gecen bilesenleri géormemizi ve bu bilesenlerin miktarini

belirlememizi saglar.

Kromatogram, kromatografi analizlerinde eliisyon zamani veya eliisyon hacmine
numune derisimine bagl sinyalin olusturdugu grafige denir. HPLC cihazinda

alikonma zamanini gosteren grafik sekil 3.2.” de verilmistir.

\

Dedaktdr sinyali —
—

-
-
4;
|

(=]

Zaman, dokika —

Sekil 3.2. Tek numune igin 6lii zaman ve alikonma zaman. tr: kolon dolgusu iginde
maddenin alitkonma zamani, tm: kolonda tutulmayan kismin ¢ikma zamam (tm, =
kolondan gegen hareketli faz molekiiliiniin ¢tkma zamani) (https://avys.omu.edu.tr)

Turevlendirme : Aflatoksin HPLC’de floresans dedektor kullanilarak belirlenir ancak
su bazli mobil fazlarda analitik olarak sadece B2 ve G2 floresanlari yeterli yogunlukta
bulunur. Aflatoksin B1 ve G1’in HPLC FLD ile tayin edilebilmesi i¢in floresans
yaymimlarinin gii¢lendirilmesi gerekir. Bu amagla kuvvetli asitler, brom veya iyot gibi

reaktifler kullanilir (Lawrence, J.F., Scott,P.M., 1999)

Kobra-Cell, aflatoksin B1 ve G1'in tlretilmesi icin reaktif bir brom formu Uretir, bu da
gelistirilmis floresans ve dolayisiyla daha hassas tespit ile sonuglanir. Reaktif brom ve
aflatoksinler arasindaki reaksiyon, HPLC’de aflatoksinlerin floresans detektorline

girmesinden once gergeklesir (R Biopharm).

Bu calismada analitik kolonda aflatoksinlerin (B1, B2, G1, G2) birbirinden tam olarak

ayrilmasi ve aflatoksin B1 ve aflatoksin G1’ in floresans siddetinin kuvvetlendirilmesi
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https://avys.omu.edu.tr/storage/app/public/faygun/62434/gaz%20krom.II.pdf

icin Tamson marka kolon sonrasi (post column) elektrokimyasal hiicreden (Sekil 3.3.)
yararlanildi. Kobra-cell yapisi ise sekil 3.4.’te gosterilmistir. Bromun {iretilmesi i¢in,

kullanilan her 1 L mobil faza 120 mg KBr ve 350 uL 4 M HNO3 eklenmistir. Bromun

|
L .

reaksiyon mekanizmasi sekil 3.5.’te verilmistir.

Sekil 3.3. Kobra-cell tiirevlendirme cihazi.
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6 sabitleyici vida

Plastik st koruma

Kapiler tikag (kullanilmadig:
zaman)

Teflon yalitkan pul (0,1 mm)

Platinyum elektrot

Teflon yalitkan pul (0,25 mm)

Iyon degistirici membran

Teflon yalitkan pul (0,1 mm)

Yalitkan pul 1zgaras1

Teflon yalitkan pul (0,25 mm)

Paslanmaz celik elektrot

Teflon yalitkan pul (0,1 mm)

Plastik alt koruma

Sekil 3.4. Kobra-cell i¢ yapis1 ( R-Biopharm)

0

Sekil 3.5. Aflatoksin-bromiir reaksiyon mekanizmasi (R Biopharm)
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3.2. Kullamlan Kimyasallar

Calismalar sirasinda kullanilan kimyasal maddeler yiiksek saflikta olup asagida
Ozellikleri ile beraber verilmistir.

HPLC saflikta Merck marka Metanol (CH3OH ), Asetonitril (C2H3sN ) mobil faz ve
ekstraksiyon solventlerini hazirlamada kullanildi. Merck marka Nitrik asit (HNOs - %
65’lik) ve potasyum bromir (KBr - Merck %99) aflatoksin mobil faz hazirlamada,
Asetik asit (CH3COOH - Merck %96’lik) okratoksin mobil faz ve okratoksin
enjeksiyon solventi hazirlamada kullanildi. Sodyum klorir (NaCl — Merck -
%99,9’luk) PBS (fosfat tamponlu tuz c¢ozeltisi) hazirlama ve analizlerde, Sodyum
bifosfat (NazHPO4 Merck %99) ve Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4 Merck %99)
kullanild1. Validasyon analizlerinde ise ana stok standart olarak Aflatoksin mix
standard1 (Supelco - 2,6 pg/mL), Okratoksin standardi (Trilogy — 10 pg/mL),
Zeralenon standard1 (Trilogy — 25 pg/mL), Deoksinivalenol standardi (Trilogy — 100
pg/mL) kullanildi. Immunoaffinity kolon olarak ~ AflaTEST- P, OchraTEST-P,
DeoksinivalenolTEST-P, ZeralenonTEST-P R-Biopharm kullanildi.

Metotlar uygulanirken kullanilan ¢ozeltilerin hazirlams sekli

Okratoksin analizinde kullanilan PBS : 8 g NaCl, 1,16 g NaoHPOg4, 0,2 g KH2PO4 ve
0,2 g KCI tartilarak 1 litre saf suda ¢ozlnir. Aflatoksin ekstraksiyon solventi :
CH3OH-H2O (70:30), Okratoksin ekstraksiyon solventi: Asetonitril-Su (60:40),
Okratoksin enjeksiyon solventi : Metanol-Su-Asetik Asit (30:70:1) (v/v/v), Zeralenon
ekstraksiyon solveti : Metanol: Ultra safsu ( 80:20 — V:V) oranlarinda hazirlandi.

Aflatoksin Mobil Fazi : Bidistile su + asetonitril + metanol 6:2:3-V:V oranlarinda
karistirildi. Kobracell tirevlendirmesi icin ise mobil fazin 1 L’ ne 120 mg KBr ve 100
puL 4M HNOs ilave edilir. %65°lik HNO3’ten 4 M HNO3z hazirlanmasi su sekildedir;
d=1,49/mL

d=- =14=m/1000  m=1400g
%65" lik oldugundan m = (1400 x 65) / 100 = 910g saf HNO3
M==->M=—xV=2910/(63,01x1) = 14,44 mol/l

\%4 mA

MxVi=M2xV, =14.44xV1=4x100
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V1 = 27,70 mL alinir, distile su ile 100mL’ ye tamamlanir.

Okratoksin Mobil Fazi : Bidistile su-Asetonitril-Asetik Asit (51:48:1 - V:V),
Deoksinivalenol Mobil Faz1 : Bidistile su + asetonitril + metanol (%94+3+3 - V:V),
Zeralenon Mobil Fazi . Bidistile su : Asetonitril ( 50:50- V:V ) oranlarinda
hazirlandi.

3.3. Kullanilan Gida Ornekleri

Mikotoksin tayinlerinde kullanilan gida 6rnekleri, Kocaeli’deki ¢esitli marketlerden
satin alinmistir. Deneylerde makarna ( 2 adet ) , biskiivi / kraker gesitleri ( 6 adet ), 1°
er adet eriste, misir gevregi, tarhana, piring unu, misir unu, ekmek, kek karisima,
karabugday unu, beyaz dut kurusu unu, kegiboynuzu unu, nohut unu, kestane unu,
hindistan cevizi unu kullamlmistir. Ogiitiilen 21 adet numune karanlik ve oda

sicakliginda saklanmigtir.

3.4. Ornekleme ve Hazirlama

Numuneler blender (Sekil 3.6.) ve ogiitiictiden (Sekil 3.7.) gegirilerek ogiitiildii.
Ogiitiilen numuneler bir kapta karistirilarak 4’ii kenara alind1. Kalan kisma ayni islem

art arda uygulandi. Boylece tamamen homojen hale gelen 6rnekten tartim yapildi.
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Sekil 3.7. Numune 6glitme ve homojenizasyonda kullanilan 6giitiicii (Yazicilar G2)

3.5. Deneysel Islemler

3.5.1. Aflatoksin Analizi

Aflatoksin stok standart ¢ozeltisi: 2,6 pg/mL toplam aflatoksindir ( Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Aflatoksin ana standart konsantrasyon degerleri

B1 (ng/mL)

B2(ug/mL) G1(ng/mL)

G2(ug/mL)

1

0,3 1

0,3

Ana stok c¢ozeltisinden 1 mL alindi, metanol ile 10 mL’ye tamamlanarak 260 ng/mL
ara stok ¢ozelti elde edildi. Gerekli seyreltmeler yapilarak ¢alisma cozeltileri elde

edilmistir. Sekil 3.8., Sekil 3.9. ve Sekil 3.10.’da analiz asamalar1 gosterilmektedir.

[ Analiz Metodu: AOAC Official Method 991.31

[ 25 g ornek tartilir

]

Vs

5 g NaCl eklenir

-

N

Vs

-

125 mL Metanol-su (70:30) eklenir

Vs

2 dk yiiksek hizda blendirlanir

-

J

Whatman 4 filtre kagidindan siiziiliir (Sekil 3.8.)
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' Siiziintiiden 15 mL alinarak iizerine 30 mL distile eklenir l

Suziinttnin 15 mL’si IAK kolondan gegirilir (Sekil 3.9.), kolon 10

l 1 mL metanol 1 ml distile su ile IAK kolon yikanarak tiipe alinir (Sekil I
| Vortekslenerek amber viale alinir, HPLC’de okuma yapilir. l

Sekil 3.8. Ekstrakte edilen numunelerin filtre kagidindan siiziilmesi
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Sekil 3.10. Diliie edilmis numunenin cam tiipe alinis1
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3.5.1.1. Aflatoksin Analizi i¢in Kromatografik Sartlar

Bu ¢alismada, kolon firm sicaklig1 25°C olarak kullanildi. Hazirlanan standartlar ve
numuneler, autosampler (otomatik 6rnekleyici) kullanilarak, 100 pL hacimli loop
takilmis enjektor ile otomatik olarak sisteme enjeksiyon yapildi. HPLC’de mobil faz
olarak Bidistile su + asetonitril + HPLC saflikta metanol (6:2:3) kullanildi. Mobil
faz akis hiz1 olarak AOAC tarafindan belirlenen 1.0 mL/dk se¢ilmistir. Sabit faz (
kolon) olarak 250 mm uzunlukta, 4.6 mm ¢apinda, Sum CI18 partikiil boyutlu
analitik kolon kullanildi. Aflatoksin B1 ve aflatoksin G1° in floresans siddetinin
kuvvetlendirilmesi i¢in Kobracell kullanildi, bu ¢alismada kobracell 100 pA kullanildi.
Aflatoksin analizinde floresans dedektor kullanildi, Aex 360 ve Aem 430 nm’ de
caligmalar yapildi. Analitik kolonda gergeklesen ayirmalar sonucu elde edilen
sinyaller ChemStations bilgisayar yazilimi ile otomatik olarak integrasyonlari

hesaplandi.

Aflatoksin kromatogrami Sekil 3.11.’de verilmistir.

W |
B | |
o l | | [

|
i \ [ | \

o ;oo . .
AR P Y ’

e g e e g e
e dm |

g ] 1% 12 1] i

Sekil 3.11. Aflatoksin G2, G1, B2 ve B1 kromatogramlar1

3.5.2. Okratoksin Analizi

10 pg/mL olan Okratoksin A standardi metanol i¢inde ¢oziinmiis haldedir. 200 pl
standart ¢ozeltiden alind1 ve {izerine 800 pl toluen-asetik asit (99:1) ilave edildi
(2pg/mL okra standard - 1.ara stok). Bu ¢ozeltiden 100 pl alinir ve azot gazi altinda
ucurulur. Sonra 10 mL enjeksiyon solventinde ¢ozindi ( 20 ng/mL’ lik ara stok
standart ¢Ozeltisi ele geger - 2.ara stok). Gerekli seyreltmeler yapilarak ¢alisma

cozeltileri elde edilmistir.
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[ Analiz metodu: AOAC Official Method 2000.03 ]

[ 25 g ornek tartilir ]

[ 100 ml Asetonitril-Su (60:40) ]

[ 3 dk siireyle yiiksek hizda blendirlanir ]

[ Whatman 4 filtre kagidindan stiziiliir ]

Siiziintiiden 4 ml alinir ve tizerine 44 ml PBS eklenir.

Filtratin tamami IAK kolondan gegirilir,kolon 10 ml su ile yikanir.

ucurulur.

N
[ Kolondan 4 kez 1 ml metanol gegcirilir, azot altinda tamamen
[ 1 ml Metanol-Su-Asetik Asit (30:70:1) (v/v/v) ¢ozindr.

[ Vortekslenerek amber viale alinir, HPLC’de okuma yapilir.

3.5.2.1. Okratoksin Analizi I¢cin Kromatografik Sartlar

Bu calismada, kolon firin sicakligi 40 °C olarak kullanildi. Sisteme 100 pL
enjeksiyon yapildi. Mobil faz akis hizi olarak AOAC tarafindan belirlenen 1.0 mL/dk
secilmistir. Sabit faz ( kolon) olarak 250 mm uzunlukta, 4.6 mm capinda, Spum C18
partikiil boyutlu analitik kolon kullanildi (ACE 5 C18 250 x 4.6mm / ODS-1 C18
S5pum 250 x 4.6mm ). Okratoksin analizinde floresans dedektor kullanildi, Aex 330 ve
Aem 460 nm’ de caligmalar yapildi. Analitik kolonda gerceklesen ayirmalar sonucu
elde edilen sinyaller ChemStations bilgisayar yazilimi ile otomatik olarak

integrasyonlar1 hesaplandi.

Okratoksin kromatogrami sekil 3.12.’de verilmistir.
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FLD1 A, Ex=330, Em=460 (OKRA201910KRATOKSIN 2013-1213 12-18-5311812130000002.0)

0 1 2 3 4 5 8 7 § :] in

Sekil 3.12. Okratoksin kromatogrami

3.5.3. Deoksinivalenol Analizi

100pg/mL olan DON standardi metanol iginde 10 mL’ lik ¢6zelti halindedir. 200 pl
stok standart ¢ozeltiden alindi ve {izerine 800 pl asetonitril ilave edildi (20 pg/mL
DON Standard1). Bu Cozeltiden 200 pl alinir ve azot gazi altinda uguruldu. Sonra 2
mL % 15 metanolde ¢6zindu ( 2 pg/mL’ lik ara stok DON Standart ¢ozeltisi ).

Gerekli seyreltmeler yapilarak ¢alisma ¢ozeltileri elde edilmistir.

[ Analiz metodu: R-Biopharm Deoxynivalenol in cereal using water extraction; Ref No: P50.V13 ]

4 7\

25 g ornek tartilir

5 g NaCl eklenir

200 mL bidistile su eklenir

2 dk surreyle yiiksek hizda blendirlanir

(& J

[ Whatman 4 filtre kagidindan stiziiliir ]

[ Gerekirse 4000 rpm hizla 5 dk santrifiij edilir. ]

[ Filtratin 2 mL’si [AK kolondan gegirilir,kolon 10 mL su ile yikanir.

[ 1 mL % 15 metanol ¢dziindr.

[ Kolondan 1,5 mL metanol gegirilir,azot altinda tamamen ugurulur. J

[ Vortekslenerek amber viale alinir, HPLC’de okuma yapilir.
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3.5.3.1.Deoksinivalenol Analizi i¢in Kromatografik Sartlar

Bu calismada, kolon firin sicakhigni 40 °C olarak kullamldi. Sisteme 100 pL
enjeksiyon yapildi. Mobil faz akis hizi olarak 1.0 mL/dk secilmistir. Sabit faz (
kolon) olarak 150 mm uzunlukta, 4.6 mm ¢apinda, Spum ODS ( ODS-EP 150 mm x
4.6 mm, Sum ) analitik kolon kullanildi Deoksinivalenol analizinde DAD dedektor
kullanildi, 218 nm’ de ¢alismalar yapildi. Analitik kolonda gergeklesen ayirmalar
sonucu elde edilen sinyaller ChemStations bilgisayar yazilimi ile otomatik olarak

integrasyonlar1 hesaplandi.

Deoksinivalenol kromatogrami sekil 3.13.”te verilmistir.

DAD1 A, Sig=218.4 Ref=260,100 (DON2019\DON 2018-11-15 12-24-0811911150000001.0)

Sekil 3.13. DON kromatogrami

3.5.4. Zearalenon Analizi
Ana stok ¢ozeltisinden 1 mL alindi, metanol ile 10 mL’ye tamamlanarak S5pg/mL ara
stok ¢ozelti elde edildi. Istenilen derisimlere gére miktar almarak azot altinda

ucuruldu. 2 mL asetonitril-su ( 3 : 7) ile ¢6ziindiiriilerek ¢alisma ¢ozeltileri elde edildi.

[ Analiz metodu: Journal Of AOAC International Vol. 84 No.5, 2001 ]

4 7\

25 g 6rnek tartilir

4 g NaCl eklenir

s N

100 mL Metanol+Su (80:20)eklenir

| J

[ 2 dk siireyle yiiksek hizda blendirlanir ]

[ Whatman 4 filtre kagidindan siiziiliir ]

[ Stiziintiiden 10 mL alinarak tizerine 40 mL distile su eklenir ]
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Tamami mikrofiber filtre kagidindan siiziiliir ]

e N
Stzuntinin 20 mL’si IAK kolondan gegirilir,kolon 20 mL su ile
yikanir.

\ J
1,5 mL asetonitril 1 mL distile su ile IAK kolon yikanarak tiipe alinir.

Vortekslenerek amber viale aliir, HPLC’de okuma yapilir.

3.5.4.1. Zearalenon Analizi icin Kromatografik Sartlar

Bu calismada, kolon firin sicakligi 40 °C olarak kullanildi. Sisteme 100 pL
enjeksiyon yapildi. Mobil faz akis hiz1 olarak 1.0 mL/dk se¢ilmistir. Kolon olarak
150 mm uzunlukta, 4.6 mm ¢apinda, Sum ODS ( 150 mm x 4.6 mm, 5um ) analitik
kolon kullanild1 Zearalenon analizinde FLD dedekt6r kullanildi, Aex 232 ve Aem
440 nm’ de ¢alismalar yapildi. de c¢alismalar yapildi. Analitik kolonda gergeklesen
ayirmalar sonucu elde edilen sinyaller ChemStations bilgisayar yazilimi ile otomatik

olarak integrasyonlari hesaplandi. Zearalenon kromatogrami sekil 3.14.’te verilmistir.

FLD1 A, Ex=232, Em=440 (ZOM2018\2ON 2018-03-19 12-07-5911203190000001.D)

T T T T T T
0 2 4 6 g 10 12

Sekil 3.14. ZON kromatogrami
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Homojenizasyon

Mikotoksinler; gida ve yemlerde diizensiz (homojen olmayan) dagilmaktadir. Bu
nedenle mikotoksin analizlerinde homojenizasyon ¢ok énemlidir. Bu amagla 6rnegin
parti biiyiikliigiine gore (ki bu miktar Gidalarda Mikotoksin Limitleri igin Numune
Alma, Hazirlama ve Analiz Metodu Tebligi -Teblig No: 2018/10°de belirtilmistir)
numune alinir. Bu islem sirasinda partiyi temsil edecek sekilde farkli noktalardan
ornek alinmasi gerekir. Laboratuvarin analiz sonucunun dogru ve tekrarlanabilir
olabilmesi i¢in pacal numunenin homojenize edilmesi cok 6nemlidir. Homojenizasyon
partikiil biiylkliginii kiiglilterek kontamine partikiillerin pargalanmis numune
igerisinde diizgiin dagilmasini saglayan bir prensiptir. Bunun i¢in 8 numarali misir unu
numunesinde paralelli 10 analiz yapilmis (Thompson, M., Ellison, S.L.R., Wood, R.,
2006) ve sekil 4.1.’deki grafik elde edilmistir.

14.00

12.00 L

10.00 ° ° e
8.00
6.00
4.00
2.00

0.00
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 4.1. Homojenizasyon grafigi

4.2. Aflatoksin Analizi Metot Validasyonu

5 noktal1 (toplam aflatoksin 1,096, 3,288, 5,480, 7,674, 9,857 ng/kg olacak sekilde)
aflatoksin kalibrasyon tablosu yapildi. Elde edilen aflatoksin (B1,B2,G1,G2)
kalibrasyon grafigi Sekil 4.2.”deki gibidir

32



S=0.69194394 S = 0.34463041

r=0.99226664 r=0.99263796
X‘J?’“ 110
'Q;L%’ 6&7,
0 . D ]
2 \rgfl‘-’ 2 o3
S o S o
2 1 2 1
[ [ PX-2)
3 ? 5 3
> 1] > o8l
® )
23 A
[}
B S GO T T e
“01 0.8 15 22 29 36 43 ~ 0.0 0.2 0.4 0.7 0.9 11 13
X Axis (units) X Axis (units)
S =0.42893914 S =0.11994835
r=0.99232423 r=0.99275018
o 28
18+ 212
g o2° 42 \;(%‘
= [ ] =
=} =]
o ] KNCE
X x
< < [
> a1 > 0P
&> ] ]
A 0F
o °
® 3 T T T T T
01 07 14 21 27 34 4.1 0.0 0.2 0.4 0.6 0.7 0.9 11
X Axis (units) X Axis (units)

Sekil 4.2. Aflatoksin kalibrasyon grafigi A-) AflaB1 B-) AflaB2 C-) Afla G1 D-) AflaG2

Aflatoksin metot validasyonunda igin piring ve musir kullanilmistir. Ilk olarak piring
ve misir Ornegi test edilmis ve aflatoksin icermedigi belirlenmistir. Homojenize
edilmis orneklere aflatoksin standardi eklenerek analizler yapilmistir. Elde edilen tiim
veri setleri istatistiki degerlendirmeye tabi tutulmustur.

LOD / LOQ, kesinlik (tekrarlanabilirlik, tekrar uretilebilirlik) ve gerceklik (geri
kazanim) ¢aligmalar1 i¢in tiim matrikslere Tablo 4.1.’de belirtilen konsantrasyonlarda

aflatoksin standardi spike edilerek 6lgiimler yapilmistir.
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Tablo 4.1. Aflatoksin analizinde kullanilan konsantrasyonlar

Aflatoksin Aflatoksin | Aflatoksin | Aflatoksin '.?_‘gsr;rl;sm Calisma
B1 B2 (ug/k G1 (ug/kg) | G2 (ug/k
(ug/kg) (hg/kg) (o’ka) | 1 g/kg)
1,00 0,30 1,00 0,30 2,60 LOD/LOQ
1,00/500 |030/1,50 [1,00/500 |030/150 |2,60/1300 | ekrarlanabilirlik
Geri Kazanim
1,00/5,00 0,30/1,50 [1,00/5,00 [0,30/1,50 |2,60/13,00 |Tekrar tretebilirlik

Bu calismalarda elde edilen sonuglar; Tiirk Gida Kodeksi Gidalardaki Mikotoksin
Seviyelerinin Resmi Kontrolii I¢in Numune Alma, Numune Hazirlama ve Analiz

Metodu Kriterleri Tebligi ( Teblig No: 2018/10 )’ ne gére degerlendirilmistir.
Aflatoksin i¢in performans degerleri Tablo 4.2.” de verilmistir.

Tablo 4.2. Aflatoksin i¢in Performans Kriterleri ( TGK, Teblig No: 2018 / 10 )

Kriter Konsantrasyon Geri Kazanim (% )
oram (ng/kg)
< _
Geri alma 1.0 50 - 120
Aflatoksin B1, B2, 1-10 70-110
eLe >10 80— 110
Kesinlik RSDx Tekrarlanabilirlik: | | ekraruretebilirlik:.
i . s 2 X Horwitz
Hepsi Horwitz esitliginden tisind 1d
RSDg =2(1-0:5104C) elde edilen deger esl't 1ginden elde
edilen deger

Tablo 4.2.”de goriildiigii gibi geri kazanim oranlari ¢alisilan konsantrasyon degerlerine
gore degisim gosterir. Bu ¢alismada en diisiik aflatoksin B1 konsantrasyonu 1 pg/kg
ve toplam aflatoksin konsanntrasyonu 2,6 pg/kg oldugu i¢in geri kazanim orani %70-
110 araligindadir. En yiiksek calisilan konsantrasyon degerleri ise aflatoksin B1 i¢in
5 ng/kg toplam aflatoksin i¢in ise 13 ng/kg’dir. Aflatoksin B1 i¢in geri kazanim aralig1
%70-110 iken toplam aflatoksin igin %80-110"dur.

4.2.1. Aflatoksin LOD / LOQ Tayini

Homojenize edilmis blank Ornege son konsantrasyonu toplam aflatoksin

konsantrasyonu 2,6 pg/kg olacak sekilde standart eklenerek, kullanilan yontemde
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belirtilen ekstraksiyon islemi uygulandiktan sonra HPLC-FLD’ de 18 paralel analiz
yapilmig standart sapmasi hesaplanmistir. Yapilan calisma sonucu LOQ degeri
aflatoksin B1 icin 0,69 pg/kg, toplam aflatoksin icin ise 1,32 pug/kg bulunmus Tablo

4.3.’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. Aflatoksin LOQ degerleri

AFLATOKSIN ~ Bl| TOPLAM
Calisma No (ug/kg) AFLATOKSIN (ug/kg)
1 0,82 0,85 2,19 2,36
2 0,92 1,03 2,30 2,50
3 1,01 0,88 2,54 2,48
4 0,93 1,03 2,43 2,68
5 1,07 0,99 2,48 2,55
6 0,92 0,98 2,24 2,58
7 0,96 0,92 2,30 2,37
8 0,89 0,92 2,34 2,30
9 1,00 0,90 2,40 2,48
10 0,88 1,00 2,25 2,42
11 0,92 1,03 2,26 2,47
12 0,86 0,94 2,14 2,40
13 0,82 1,00 2,27 2,52
14 0,99 0,88 2,54 2,48
15 1,00 0,92 2,50 2,35
16 1,00 0,87 2,42 2,30
17 1,00 0,96 2,59 2,54
18 0,97 0,96 2,43 2,44
Ortalama 0,94 0,95 2,37 2,46
SD 0,07 0,06 0,13 0,10
LOD:3xSD 0,21 0,18 0,40 0,30
LOQ:10xSD 0,69 0,59 1,32 1,01

4.2.2. Aflatoksin Tekrarlanabilirlik

2,6 ng/kg ve 13 pg/kg toplam aflatoksin ile zenginlestirilmis kor piring ve musir ile
aynmi giin 6 defa bagimsiz ¢alisma yapilmistir. Yapilan Ol¢limlerin ortalamalari,

standart sapmalar1 ve % rolatif standart sapmalart RSDpooi degerleri hesaplanmustir.

4.2.3. Aflatoksin Tekrar Uretilebilirlik

Tekrar f{iretebilirlik calismast i¢in  homojenize edilmis Orneklere 2 farkh
konsantrasyonda toplam aflatoksin , 2,6 pg/kg ve 13 pg/kg olacak sekilde standart
ilave edilmis, 6 farkli giinde ikiser paralel ¢alisma yapilmistir. SD ve RSD degerleri
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bulunarak ilgili testlere tabi tutulup degerlendirilmistir. Olgtim belirsizligi hesabinda
kullanilmis Tablo 4.5.te gdsterilmistir.

4.2.4. Aflatoksin Geri Kazamim ( Gerg¢eklik ) Sonuclar:

Geri kazanim ( gergeklik ) testi i¢in farkli iki konsantrasyonda ( 2,6 pg/kg ve 13 pg/kg
), aflatoksin ile zenginlestirilmis blank piring ve misir numuneleri kullanilarak 6 tekrar
yapilmis, geri kazanim orani hesaplanmustir. Aflatoksin B1 geri kazanim orani misirda
%96,76, pirincte %96,47, toplam aflatoksin analizinde misirda %93,47 piricte ise
%94,82 bulundu. Elde geri kazanim degerleri TGK performans kriterlerine gore

uygundur.

4.2.5. Aflatoksin Ol¢iim Belirsizligi

Aflatoksin, analizi metot verifikasyon ¢alismasi yapilmis, bu ¢alismalardan 6l¢tim
belirsizligi hesaplanmistir.

Geri kazanimdan gelen belirsizlik Tablo 4.4.’te gosterilmistir.

Tablo 4.4. Aflatoksin analizi i¢in geri kazanim ¢alismalarindan gelen belirsizlik

MISIR PiRINC
Toplam Bl B2 Gl G2 Toplam Bl B2 Gl G2
% Geri 93,47 96,76 86,50 94,51 86,05 94,82 96,47 | 87,73 96,81 89,78
Kazanim
Ux) = 0,8316 | 1,0620 1,3585 0,9786 1,4223 0,5395 (0,8800 | 1,0204 | 0,9360 | 1,2229
SD/An

Tekrar tretilebilirlik ¢alismalari sonucunda tekrar Gretilebilirlikten gelen belirsizlik

(RSDpool) formiilii ile hesaplanmistir. RSDpool degerleri Tablo 4.5.° te gosterilmistir.

Tablo 4.5. Aflatoksin tekrarlanabilirlikten gelen belirsizlik hesabi

MISIR PiRINC

Toplam | Bl B2 Gl G2 Toplam B1 B2 Gl G2

RSDyool 0,0418 | 0,0541 | 0,075 0,054 0,085 0,033 0,054 0,074 0,049 0,075
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Tekrar iiretilebilirlik ¢aligmalart sonucunda tekrar iiretilebilirlikten gelen belirsizlik
(RSDpool) formiilii ile hesaplanmistir. RSDpool degerleri Tablo 4.6.°da

gosterilmistir.

Tablo 4.6. Aflatoksin analizi icin tekrar tiretilebilirlikten gelen belirsizlik hesabi

MISIR PiRINC

Toplam | Bl B2 Gl G2 Toplam Bl B2 Gl G2

RSDpoor | 0,0446 | 0,0612 | 0,0833 | 0,0720 | 0,0760 0,0455 0,0557 0,0809 0,0768 0,0617

Aflatoksin, analizi metot verifikasyon ¢alismasi yapilmis, bu ¢alismalardan elde edilen
degerlerle Sl¢iim belirsizligi hesaplanmistir. Buna gore elde edilen metot belirsizlik
degerleri asagida Tablo 4.7., Tablo 4.8., Tablo 4.9., Tablo 4.10.’da verilmistir. TGK
Bulasanlar Yonetmeligi’nde sadece Aflatoksin Bl ve toplam aflatoksin
degerlendirmesi oldugu i¢in agagidaki tabloda bu iki analize ait belirsizlik degerleri
bulunmaktadir. Aflatoksin G1 ve aflatoksin G2 belirsizlik bilesenleri toplam aflatoksin

belirsizlik degerini bulmak i¢in kullanilmaktadir.

Tablo 4.7. Toplam aflatoksin analizi misir numunesi belirsizlik bilesenleri tablosu

Parametre Deger (X) u(Xx) u(Xx)/X
Kalibrasyon 9,86 0,3108 0,0315
Gergeklik (bias) 93,47 0,8316 0,0089
Tekrarlanabilirlik 1 0,0418 0,0418
Tekrar Uretilebilirlik 1 0,0446 0,0446
Relatif birlesik belirsizlik 0,0694
*Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik 0,1387

Tablo 4.8. Aflatoksin Blanalizi misir numunesi belirsizlik bilesenleri tablosu

Parametre Deger (X) u(Xx) u(X)/X
Kalibrasyon 3,92 0,1149 0,0293
Gergeklik (bias) 96,76 1,0620 0,0110
Tekrarlanabilirlik 1 0,0541 0,0541
Tekrar iretilebilirlik 1 0,0612 0,0612
Relatif birlesik belirsizlik 0,0875
*Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik 0,1749
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Tablo 4.9.Toplam aflatoksin analizi piring numunesi belirsizlik bilegenleri tablosu

Parametre Deger (X) u(X) u(X)/X
Kalibrasyon 9,86 0,3108 0,0315
Gergeklik (bias) 94,82 0,5395 0,0057
Tekrarlanabilirlik 1 0,0329 0,0329
Tekrar uretilebilirlik 1 0,0455 0,0455
Relatif birlesik belirsizlik 0,0646
*Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik 0,1292

Tablo 4.10. Aflatoksin B1 analizi piring numunesi belirsizlik bilesenleri tablosu

Parametre Deger (X) u(x) u(XxX)/X
Kalibrasyon 3,92 0,1149 0,0293
Gerceklik (bias) 96,47 0,8800 0,0091
Tekrarlanabilirlik 1 0,0535 0,0535
Tekrar iretilebilirlik 1 0,0557 0,0557
Relatif birlesik belirsizlik 0,0831
*Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik 0,1661

%95 giiven araliginda toplam aflatoksin analizinin genisletilmis relatif belirsizlik
degeri (k=2) musir numunesinde 0,1387 piring numunesinde ise 0,1292 bulundu.
Aflatoksin Bl analizinde misir numunesinin genisletilmis relatif belirsizlik degeri
0,1749 pirincin ise 0,1661 bulundu. Bu degerlerden biiyiik olan 0,1387 ve 0,1749 tahil

ve tahil tiriinlerinin belirsizlik degeri olarak kabul edilmistir.

Aflatoksin B1 i¢in belirsizlik;
Raporlama (k=2) %95 giiven araliginda: X + 0,17 (X : 6l¢gim sonucu)
Toplam Aflatoksin i¢in belirsizlik;

Raporlama (k=2) %95 giiven araliginda: X + 0,14 (X : 6l¢im sonucu)

4.3. Okratoksin Analizi Metot Validasyonu

5 noktal1 (0,5, 1, 2, 5, 10 pg/kg) okratoksin kalibrasyon tablosu yapildi. Elde edilen
okratoksin kalibrasyon grafigi Sekil 4.3.” teki gibidir.
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Y Axis (units)

S = 0.00654525
r=0.99998354

1.9

3.7 55

X Axis (units)

Sekil 4.3. Okratoksin kalibrasyon grafigi

7.3 9.1 10.9

Metot validasyonu igin bugday ve musir kullanilmistir. ilk olarak bugday ve misir

ornegi test edilmis ve Okratoksin A igermedigi belirlenmistir. Homojenize edilmis

orneklere Okratoksin A standardi eklenerek analizler yapilmistir. Elde edilen tiim veri

setleri istatistiki degerlendirmeye tabi tutulmustur.

Kesinlik (tekrarlanabilirlik, tekrar iretilebilirlik) ve gergeklik (geri kazanim)

caligmalart igin tim matrikslere 0,5 pg/kg, 2 pg/kg ve 5 pg/kg Okratoksin A

standardi ilave edilerek olglimler yapilmistir. Okratoksin A performans kriterlerine

gore (2018/10 sayili Tiirk Gida Kodeksi) degerlendirilmistir (Tablo 4.11.).

Tablo 4.11. Okratoksin A igin Performans Kriterleri

Limit (png/kg)

Okratoksin A

RSDr (%) RSDr (%) Geri Alma (%)
<1 <40 <60 50 120
1-10 <20 <30 70 —110

4.3.1. Okratoksin LOD/ LOQ

Kor numuneye 0,5 pg/kg standart eklenerek 10 paralel ¢alisma yapilmistir. HPLC /

FLD cihazinda okuma yapilmis ve Tabo 4.12.’de gosterilmistir.
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Tablo 4.12. Tahil ve tahildan yapilmis tiim gida {iriinlerinde Okratoksin A i¢in LOD/LOQ Seviyeleri

Calisma Sayisi 0,5 ng/kg
1 0,54
2 0,51
3 0,52
4 0,53
5 0,55
6 0,54
7 0,57
8 0,47
9 0,55
10 0,56
ORTALAMA 0,53
SD 0,03
LOD 0,09
LOQ (hesaplanan) 0,29

Okratoksin i¢in LOQ 0,29 pg/kg  bulundu ancak tebligi karsiladigindan dolay1
calismalarda 0,5 pg/kg kabul edildi.

4.3.2. Okratoksin A Tekrarlanabilirlik

Homojenize edilmis matrikslere ii¢ farkli konsantrasyonda Okratoksin A standardi
ilave edilmistir (0,5 pg/kg , 2 pg/kg ve 5 pg/kg ). Orekte aym giin, her bir
konsantrasyonda 6’ sar calisma yapilmistir. Elde edilen tiim veri setleri istatistiki

degerlendirmeye tabi tutulmustur.

4.3.3. Okratoksin A Tekrar Uretilebilirlik

Tekrar {iretebilirlik ¢alismasi i¢in homojenize edilmis bugday ve misir 6rneklerine 3
farkli konsantrasyonda (0,5 pg/kg, 2 pg/kg ve 5 pg/kg ) Okratoksin A standardi ilave
edilmistir. Ornekte, 6 farkl1 giinde ikiser paralel calisma yapmustir.

4.3.4. Okratoksin A Geri Kazanim Sonuclar:

Gergeklik c¢alismasit geri  kazanim  yapilmistir. Geri alma c¢aligmasinda
tekrarlanabilirlik ¢aligmasindaki veriler kullanilmistir. 0,5 pg/kg icin kabul edilen geri
kazanim orani %50-120 iken 1-10 pg/kg i¢in %70-110’dur. Bugday numunesinde geri
kazanim ortalama %92,01 misir numunesinde ise %92,80 bulunmustur. Bu degerler

Tablo 4.11. “de verilen TGK Performans degerlerine uygundur.
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4.3.5. Okratoksin Olciim Belirsizligi

Okratoksin, analizi metot verifikasyon ¢aligmasi yapilmis, bu ¢alismalardan 6l¢iim
belirsizligi hesaplanmistir. Geri kazanmimdan gelen belirsizlik Tablo 4.13.°de
gosterilmistir.

Tablo 4.13. Tahil ve Tahildan yapilmis tiim gida {iriinlerinde Okratoksin A analizi i¢in geri kazanim
calismalarindan gelen belirsizlik

Bugday Misir

% Geri Kazanim 92,01 92,80
U(x) = SD/vn 0,6320 0,6332
U(x)/x 0,0069 0,0068

Tekrarlanabilirlik c¢aligmalart sonucunda tekrarlanabilirlikten gelen belirsizlik
(RSDpool) formult ile hesaplanmistir. RSDpooi degerleri Tablo 4.14. te
gosterilmistir.

Tablo 4.14. Tahil ve tahildan yapilmis tim gida {driinlerinde Okratoksin A analizi igin
tekrarlanabilirlikten gelen belirsizlik

Bugday Misir

RSDpool 0,0320 0,0393

Tekrar tiretilebilirlik caligmalar1 sonucunda tekrar tiretilebilirlikten gelen belirsizlik
(RSDpool) formiilii ile hesaplanmistir. RSD pool degerleri Tablo 4.15. te
gosterilmistir.

Tablo 4.15. Tahil ve tahildan yapilmis tiim gida iiriinlerinde Okratoksin A analizi igin tekrar
uretilebilirlikten gelen belirsizlik

Bugday Misir

RSDpool 0,0390 0,0412

Elde edilen belirsizlik degerleri asagida Tablo 4.16., Tablo 4.17.’de verilmistir.
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Tablo 4.16. Misir Okratoksin A analizi igin belirsizlik bilesenleri tablosu

Okratoksin A
. o Standart Rel. Std.
Bilesen Deger | pelirsizlik Bel,
Kalibrasyon Belirsizligi 10,00 0,0350 0,0035
Geri Kazanim Belirsizligi 92.80 0,6332 0,0068
Tekrarlanabilirlik Belirsizligi 1 0,0393 0,0393
Tekrar Uretilebilirlik
Belirsizligi 1 0,0412 0,0412
Bilesik Belirsizlik 0,0575
Genisletilmis Belirsizlik
(k=2, %95 giiven aralig1) 0,1150

Tablo 4.17. Bugday Okratoksin A analizi igin belirsizlik bilesenleri tablosu

Okratoksin A
Rel.
Bilegen Deger Sta_mdar_t Std.
Belirsizlik
Bel.
Kalibrasyon Belirsizligi 10,00 0,0350 0,0035
Geri Kazanim Belirsizligi 92,01 0,6320 0,0069
Tekrarlanabilirlik
Belirsizligi 1 0,0320 0,0320
Tekrar Uretilebilirlik
Belirsizligi 1 0,0390 0,0390
Bilesik Belirsizlik 0,0510
Genisletilmis Belirsizlik
(k=2, %95 giiven aralig1) 0,1019

%95 giiven araliginda toplam okratoksin analizinin genisletilmis relatif belirsizlik
degeri (k=2) misir numunesi i¢in 0,1150 bugday numunesi i¢in ise 0,1019
bulunmustur.

Raporlama (k=2) %95 giiven araliginda X+0,12*X (X: Olgiim sonucu)

4.4. Deoksinivalenol Analizi Metot Validasyonu

Deoksinivalenol kalibrasyon tablosu yapildi. Elde edilen deoksinivalenol kalibrasyon
grafigi Sekil 4.4.” deki gibidir.

42



S =3.12450121
r =0.99936939

Y Axis (units)

ol\,"'l"'l"'l" T
0.2 36.8 73.4 110.0 146.6 183.2 219.8

X Axis (units)

Sekil 4.4. Deoksinivalenol kalibrasyon grafigi

Metot validasyonu igin bugday ve musir kullanilmistir. ilk olarak bugday ve musir
Ornegi test edilmis ve deoksinivalenol icermedigi belirlenmistir. Homojenize edilmis
orneklere deoksinivalenol standardi eklenerek analizler yapilmistir. Elde edilen tiim
veri setleri istatistiki degerlendirmeye tabi tutulmustur.

Kesinlik (tekrarlanabilirlik, tekrariiretilebilirlik) ve geri kazanim ¢aligmalari i¢in misir
ve bugday lizerine deoksinivalenol standardi ilave edilmis ve Ol¢limler yapilmistir.
Yapilan galigmalar; 2018/10 sayili Tiirk Gida Kodeksi Performans Kriterleri’ne gore
degerlendirilmistir (Tablo 4.18.).

Tablo 4.18. Deoksinivalenol igin Performans Kriterleri

Deoksinivalenol
Limit (png/kg)

RSD; (%) RSDr (%) Geri Alma (%)
>100 - <500 <20 <40 60110
>500 <20 <40 70 - 120

4.4.1. Deoksinivalenol LOD / LOQ

Homojenize edilmis kor ornege (deoksinivalenol igermeyen) deoksinivalenol
standard1 eklenerek analizler tekrarlanmistir. Agilent HPLC-DAD cihazi ile misir ve
bugdayda son konsantrasyonu 250 pg/kg olacak sekilde hesaplama yapilmis ve bu
oranlarda stok standart orneklere eklenmis elde edilen degerler Tablo 4.19.°da
gosterilmistir.
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Tablo 4.19. Deoksinivalenol LOD/LOQ Sonuglar1

Uriin MISIR BUGDAY
Calisma No
1 217,04 190,44
2 198,04 200,32
3 200,40 195,56
4 210,12 207,92
5 230,84 207,32
6 212,64 202,64
7 219,44 195,60
8 190,80 195,00
9 190,72 208,04
10 196,00 201,80
ORTALAMA | 206,60 200,46
SD 13,48 6,19
LOD 40,45 18,56
LOQ 134,83 61,88

Yapilan ¢alisma sonucunda misirin LOQ degeri 134,83 pg/kg bugdayin ise 61,88
ng/kg bulunmustur.

4.4.2. Deoksinivalenol Tekrarlanabilirlik

Ayni giin i¢inde son konsantrasyonu 250 pg/kg ve 1000 pg/kg son konsantrasyon
olacak sekilde deoksinivalenol standardi ile zenginlestirilmis, birbirinden bagimsiz 6
calisma yapilmistir. Elde edilen tim veri setleri istatistiki degerlendirmeye tabi

tutulmustur.

4.4.3. Deoksinivalenol Tekrar Uretilebilirlik
Farkli glinlerde yapilan tekrarlanabilirlik sonuglari, 250 pg/kg ve 1000 pg/kg lik geri
kazanim test sonuglarindan hesaplanmistir. 6 farkli giin ¢alisilmistir, elde edilen tim

veri setleri istatistiki degerlendirmeye tabi tutulmustur.

4.4.4. Deoksinivalenol Geri Kazanim

Geri kazanim ve dogruluk testi i¢in 250 pg/kg ve 1000 pg/kg konsantrasyonlarinda
deoksinivalenol standardi ile zenginlestirilmis kér misir ve bugday numuneleri
kullanilarak 6 tekrar yapilmistir. TGK performans degerlerine gore 250 pg/kg icin geri
kazanim oaran1 %60-110 1000 pg/kg igin %70-120 olmalidir. Calismalar neticesinde
misir i¢in ortalama geri kazanim %92,86 bugday i¢inse %91,85 bulunmustur. Tablo

4.18.’de verilen performans degerlerine gore uygundur.
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4.4.5. Deoksinivalenol Ol¢iim Belirsizligi

Deoksinivalenol analizi verifikasyon calismasi yapilmis, bu caligmalardan 6lgiim
belirsizligi hesaplanmistir. Geri kazanimdan gelen belirsizlik Tablo 4.20.’de

verilmigtir.

Tablo 4.20. DON analizi i¢in geri kazanim ¢aligmalarindan gelen belirsizlik

BUGDAY MISIR
%
Geri Kazanim 91,85 92,86
U(x) = SD/Vn 2,0835 1,5111

Tekrarlanabilirlik ¢aligmalart sonucunda tekrarlanabilirlikten gelen belirsizlik
(RSDpool) formiilii ile hesaplanmistir. RSD pool degerleri Tablo 4.21." de

gosterilmistir.

Tablo 4.21. DON analizi icin tekrarlanabilirlikten gelen belirsizlik

BUGDAY MISIR

RSDpOOl 0,0499 0.0437

Tekrartiretilebilirlik ¢alismalar1 sonucunda tekrariiretilebilirlikten gelen belirsizlik
(RSDpool) formiilii ile hesaplanmistir. RSD pool degerleri Tablo 4.22° de

gosterilmistir.

Tablo 4.22. DON analizi icin tekraruretilebilirlikten gelen belirsizlik

BUGDAY

MISIR

RSDpooI

0,0730

0,0680
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Buna gore elde edilen belirsizlik degerleri asagida Tablo 4.23., Tablo 4.24.°Te

verilmigtir.

Tablo 4.23. Bugday DON analizi igin belirsizlik bilesenleri tablosu

Parametre Deger (X) u(Xx) u(X)/X
Kalibrasyon 300,00 0,9643 0,0032
Gerceklik (bias) 91,85 2,0835 0,0227
Tekrarlanabilirlik 1 0,0499 0,0499
Tekrar(retilebilirlik 1 0,0730 0,0730
Relatif birlesik belirsizlik 0,0914
*Genigletilmis relatif birlesik belirsizlik 0,1827

Tablo 4.24. Misir DON analizi i¢in belirsizlik bilesenleri tablosu

Parametre Deger (X) u(x) u(X)/X
Kalibrasyon 300,00 0,9643 0,0032
Gergeklik (bias) 92,86 15111 0,0163
Tekrarlanabilirlik 1 0,0437 0,0437
Tekrariretilebilirlik 1 0,0680 0,0680
Relatif birlesik belirsizlik 0,0825
*Genigletilmis relatif birlesik belirsizlik 0,1651

%395 giiven araliginda genigletilmis relatif beliraizlik bugday i¢in 0,1827, musir i¢in

0,1651 bulunmustur. Tiim tahillar i¢in belrisizlik 0,1827 kabul edilmistir.
Raporlama (k=2) X%0,18*X (X: Ol¢iim sonucu)

4.5. Zeralenon Analizi Metot Validasyonu

Zeralenon kalibrasyon tablosu yapildi. Elde edilen zeralenon kalibrasyon grafigi Sekil

4.5.” deki gibidir.
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S = 0.09730492
r=0.99898527

Y Axis (units)

N — T
0.2 18.5 36.7 55.0 73.3 91.5 109.8

X Axis (units)

Sekil 4.5. Zeralenon kalibrasyon grafigi

Metot validasyonu i¢in misir ve piring kullanilmistir. Ik olarak musir ve piring drnegi
test edilmis zeralenon igermedigi belirlenmistir. Homojenize edilmis temiz 6rneklere
zeralenon standardi eklenerek analizler yapilmistir. Elde edilen tim veri setleri
istatistiki degerlendirmeye tabi tutulmustur. Zeralenon performans kriterlerine gore

(2018/10 sayil1 Tiirk Gida Kodeksi) degerlendirilmistir (Tablo 4.25.).

Tablo 4.25. Zeralenon i¢in Performans Kriterleri

Zeralenon
Limit (no/kg)
RSDr (%) RSDr (%) Geri Alma (%)
<50 <40 <50 60-120
>50 <25 <40 70-120

4,5.1. Zearalenon LOD/LOQ

Homojenize edilmis zearalenon igermeyen blank drnege son konsantrasyonu drnekte
10 pg/kg olacak sekilde zearalenon standardi eklenerek, kullanilan yontemde belirtilen
ekstraksiyon islemi uygulandiktan sonra HPLC-FLD’ de 10 paralel analiz yapilarak

standart sapmasi hesaplanmis elde edilen degerler Tablo 4.26.’da gosterilmistir.
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Tablo 4.26. Zeralenon LOQ degeri

Calisma No | Misir Piring
1 8,83 9,35
2 9,08 8,71
3 8,28 9,61
4 10,05 9,82
5 8,94 8,89
6 8,66 8,71
7 8,82 10,16
8 8,91 10,62
9 9,79 10,83
10 8,29 9,55
Ortalama 8,9650 | 9,6254
SD 0,5708 | 0,7496
LOD:3xSD 1,7123 | 2,2487
LOQ:10xSD | 5,7075 | 7,4956

4.5.2. ZON Tekrarlanabilirlik Sonuclari

10 po/kg ve 50 pg/kg (asagidaki tabloda zearalenon bilesenleri verilmistir) zearalenon
ile zenginlestirilmis kor piring ve musir ile 6 defa bagimsiz ¢alisma yapilmistir. Elde

edilen tim veri setleri istatistiki degerlendirmeye tabi tutulmustur.

4.5.3. ZON Tekraruretilebilirlik Sonug¢lar:

Farkli giinlerde yapilan tekrarlanabilirlik sonuglari, 10 pg/kg ve 50 pg/kglik
konsantrasyonlarda 6 giin yapilarak bulunmustur. Bulunan degerlere tekrar
tiretilebilirlik  kontrolii uygulamistir. Elde edilen tim veri setleri istatistiki

degerlendirmeye tabi tutulmustur.
4.5.4. ZON Geri Kazanim Sonuglari

Geri kazanim ve dogruluk testi i¢in farkli iki konsantrasyonda (10 pg/kg ve 50 pg/kg
olacak sekilde) , zearalenon ile zenginlestirilmis blank piring ve misir numuneleri
kullanilarak paralelli 6 tekrar yapilmistir. TGK performans kriterlerine gére 10 pg/kg
icin de 50 pg/kg icin de %60-120’dir. Calismalar neticesinde misir i¢in ortalama geri
kazanim orani %92,10 piring ise %96,69 bulunmustur. Bu degerler TGK performans

kriterlerine gore uygundur.

48



4.5.5. ZON Olgiim Belirsizligi

Zeralenon analizi verifikasyon ¢alismasi yapilmis, bu ¢alismalardan 6l¢iim belirsizligi

hesaplanmistir. Geri kazanimdan gelen belirsizlik Tablo 4.27.’de verilmistir.

Tablo 4.27. Zearalenon analizi i¢in geri kazanim ¢alismalarindan gelen belirsizlik

Piring Misir
% Geri Kazanim 96,69 92,10
U(x) = SD/vn 0,9690 1,0836

Tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 sonucunda tekraruretilebilirlikten gelen belirsizlik
(RSDpool) formiilii ile hesaplanmistir. RSD pool degerleri Tablo 4.28° de

gosterilmistir.

Tablo 4.28. ZON analizi icin tekrarlanabilirlikten gelen belirsizlik

Piring Misir

RSDpool 0,0342 0,0538

Tekrartiretilebilirlik ¢alismalar1 sonucunda tekrariiretilebilirlikten gelen belirsizlik
(RSDpool) formiilii ile hesaplanmistir. RSD pool degerleri Tablo 4.29° de

gosterilmistir.

Tablo 4.29. ZON analizi icin tekrariretilebilirlikten gelen belirsizlik

Piring Misir

RSDpool 0,0342 0,0538

Buna gore elde edilen belirsizlik degerleri asagida Tablo 4.30., Tablo 4.31.°de

verilmistir.
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Tablo 4.30. ZON piring i¢in belirsizlik bilegenleri tablosu

Parametre Deger (X) u(Xx) u(X)/X
Kalibrasyon 90,00 3,2074 0,0356
Gergeklik (bias) 96,69 0,9690 0,0100
Tekrarlanabilirlik 1 0,0342 0,0342
Tekrariretilebilirlik 1 0,0391 0,0391
Relatif birlesik belirsizlik 0,0638
0,1276

*Genigletilmis relatif birlesik belirsizlik

Tablo 4.31. ZON musir igin belirsizlik bilesenleri tablosu

Parametre Deger (X) u(x) u(X)/X
Kalibrasyon 90,00 3,2074 0,0356
Gerceklik (bias) 92,10 1,0836 0,0118
Tekrarlanabilirlik 1 0,0538 0,0538
Tekrariiretilebilirlik 1 0,0586 0,0586
Relatif birlesik belirsizlik 0,0880
0,1760

*Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik

%95 giliven araliginda genisletilmis relatif beliraizlik piring i¢in 0,1276, misir i¢in

0,1760 bulunmustur.

Raporlama (k=2) %95 giiven araliginda X = 0,18X (X: Olgiim sonucu)
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Colyak hastalar1 glutensiz beslenmek zorundadir. Bu nedenle 6zellikle bugday, arpa,
cavdar gibi gluten iceren besinler tiketememektedirler. Bu hastalar icin drlinlerde
¢ogunlukla piring ve misir veya karabugday, keci boynuzu unu, nohut unu gibi dogal

glutensiz iirtinler kullanilmaktadir.

Piyasadan rastgele yontemle aliman 21 numunede toplam 84 mikotoksin analizi
yapilmustir. Glutensiz triinler aflatoksin (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2), okratoksin A
(OTA), deoksinivalenol (DON), zearalenon (ZON) ve fumonisin (FB) mikotoksinleri

yoniinden incelenmistir.

Aflatoksin, Okratoksin, Deoksinivalenol, Zeralenon, Fumonisin analizlerinin
verifikasyon c¢alismalart yapilmig, % 95 giliven araliginda Ol¢lim belirsizligi
hesaplanmistir. Elde edilen LOD/LOQ), geri kazanim ve 6lgiim belirsizligi degerleri
tablo 5.1.” de verilmistir.

Tablo 5.1. Mikotoksinler LOD/LOQ, Geri kazanim, dl¢iim belirsizligi degerleri

Analiz ad1 LOD LOQ LOQ Geri Kazanim Olgiim
Belirsizligi
(na/kag) (Hesaplanan) (Kabul edilen) %
(Hg/kg) (Hg/kg)

Aflatoksin 0,40 1,32 93,47 X £0,13
Toplam

Aflatoksin B1 0,21 0,69 1 96,47 X+0,17
Okratoksin A 0,09 0,29 0,5 92,01 X+0,11
Zeralenon 2,25 7,5 10 92,10 X £0,18
Deoksinivalenol | 40,45 134,83 160 91,85 X £0,18
Fumonisin 28,02 93,38 130 92,72 X £0,16

Okratoksin A analizi yapilan 21 adet tahil ve tahil i¢eren iiriinlerin 1’inde deger tespit
edilmis ancak bu degerlerin Tiirk Gida Kodeksi’ne gore uygun oldugu saptanmistir.
Deoksinivalenol analizi yapilan 21 {iriinden 1 iirlinlin Tiirk Gida Kodeksi’ne uygun
olmadig1 saptanmigtir. Aflatoksin, ve zeralenon tespit edilebilir diizeyde

bulunamamistir. Elde edilen analiz sonuglar1 Tablo 5.2.”de verilmistir.
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Tablo 5.2. Glutensiz tiriinlerde Afla, OTA, ZON, DON analiz sonuglari

Aflatoksin | Okratoksin | Zeralenon | Deoksinivalenol | Tirk Gida
(Mg/kg) | A(uglkg) | (nglkg) (ng/kg) Kodeksine
Uygunluk
Makarna (misir TEDB TEDB TEDB 2470 Uygun
icerikli) degil
Makarna (misir TEDB TEDB TEDB TEDB -
icerikli)
Eriste TEDB TEDB TEDB TEDB -
Karabugdayli un TEDB TEDB TEDB TEDB -
Misir gevregi TEDB TEDB TEDB TEDB -
Tarhana TEDB TEDB TEDB TEDB -
Piring unu TEDB TEDB TEDB TEDB -
Misir unu TEDB TEDB TEDB TEDB -
Biskuvi TEDB TEDB TEDB TEDB -
Kakaolu Biskivi TEDB TEDB TEDB TEDB -
Bebe Biskivi TEDB TEDB TEDB TEDB -
Susamli Cubuk TEDB TEDB TEDB TEDB -
Damali TEDB TEDB TEDB TEDB -
Kurabiye
Kurabiye TEDB TEDB TEDB TEDB -
Kek Karigimi TEDB TEDB TEDB TEDB -
Ekmek TEDB TEDB TEDB TEDB -
Beyaz Dut TEDB 1,99 TEDB TEDB Uygun
Kurusu Unu
Keciboynuzu TEDB TEDB TEDB TEDB -
Unu
Nohut Unu TEDB TEDB TEDB TEDB -
Kestane Unu TEDB TEDB TEDB TEDB -
Hindistan Cevizi TEDB TEDB TEDB TEDB -
Unu

Glutensiz triinlerde bugday yerine siklikla misir ve piring kullanilmakta ve bu

urtnlerden o6zellikle misirin kiif olusturmaya olduk¢a yatkin oldugu bilinmektedir.
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Glutensiz iiriinlerin raf 6émrii olduk¢a kisa oldugundan kiif olusturmaya yatkindir.
Sancho, G.C. ve dig.’nin 2012°de yaptig1 caligmada da gorildiigii gibi misir bazl

tirtinlerde toksine siklikla rastlanmustir.

Cirlini, M. ve dig.’nin ¢alismasina gore 6zellikle ZON, toplam 19 pozitif vaka ile
calisilan tiim denekler arasinda en fazla saptanan mikotoksindir. Colyak hastalar1 ve
saglikli denekler iizerinde yapilan galismada ortak beslenmelerine gOre toksinlerin
etkilerinin her iki grupta da ayni oldugu mikotoksin olusumunun siirekli denetim
altinda olmasi gerektigi bulunmustur. Bununla beraber ¢6lyak hastalarinin 6zel olarak

tilkettigi gidalarda bir aciliyet olmadig1 gorilmiistiir.

Bu sonuclar g6z Online alindiginda, bu 6zel gidalar ¢olyak hastalari i¢in bir saglik
sorunu olmamalidir. Ancak toksin olusumunu engellemek icin kullanilan iirtinlerin
toksin olusmasini tetikleyen etmenlere dikkat edilmesi, market raflarinda saklama

kosullarinin saglanmasi gerekmektedir.

Uriin yelpazesi genisletilerek farkli toksinler ¢alisilabilir.
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