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BAZI TAHIL UNLARINDA MiKOTOKSINLERIN VE MiKOTOKSIJENIK
KUFLERIN VARLIGI UZERINE ARASTIRMALAR

OZET

Bu calismada Istanbul’daki gesitli firin ve marketlerden temin edilen un &rneklerinde
ve kepekte mikotoksin varhiginin tespit edilmesi ve mikotoksijenik kiiflerin
tanimlanmas1 amaglanmistir. Bu amacla 25 tane tam bugday unu, 29 tane bugday
unu, 30 tane ¢avdar unu ve 28 tane kepek olmak {izere toplam 112 6rnek incelenmis
ve 174 tane izolat elde edilmistir. Izolatlar geleneksel yontemler ile incelenerek 22
farkli cins kiif ve maya belirlenmistir. Kiiflerin morfolojik 6zellikleri dikkate alinarak
tir seviyesinde identifiye edilmistir. Geleneksel yontemlerle belirlenen 29 temsili
okratoksijenik kiif ITS ve AoLC (poliketid sentaz gen bolgesi) ile Polimer Zincir
Reaksiyonu (PZR) calismalar1 yapilmis ve P. verrucosum, A. ochraceus, A. niger, A.
carbonarius olarak identifiye edilmistir.

Incelenen un ornekleri ve kepekte aflatoksin (B1, B2, G1, G2), okratoksin A,
deoksinivalenol ve zearalenon miktarlar1 likit kromatografisi tandem kiitle
spektrofotometrisi (LC-MS/MS) ile saptanmistir. Orneklerin dokuzunda (%8) 0,17-
5,95 pg/kg arasinda aflatoksin, 23’tinde (%20,5) 0,05-27,64 ng/kg arasinda
okratoksin A, 41’inde (%36,6) 0,06-70,04 ng/kg arasinda deoksinivalenol ve 15’inde
(%13,4) 0,04-3,04 pg/kg seviyeleri arasinda zearalenon tespit edilmistir. Analiz
edilen Orneklerin birinde aflatoksin (AFB1+AFB2+AFGI+AFG2) diizeyi (5,95
ng/kg) ve 3’iinde okratoksin A diizeyi (3,06, 21,72, 27,64 ng/kg) Tiirk Gida Kodeksi
sinir degerlerinin (3 pg/kg) iizerinde saptanmustir.

Elde edilen bulgulara gére istanbul’da tiiketime sunulan tahil unlarinda ve kepekte
kiif seviyeleri kabul edilebilir sinir degerler arasinda oldugu sonucuna varilmistir.
Incelemelerde &rneklerin dordii harici diger tiim tahil unlarinda ve kepekte yasal
siirlarin altinda mikotoksin kontaminasyonu oldugu belirlenmistir. Gida {iretim
yapan igletmelerde gida giivenliginin saglanmasinda ve tiiketicilerde olusabilecek
saglik risklerinin 6nlenmesinde iyi tarim uygulamalart (GAP) ve HACCP gibi
sistemlerle {iretimin her asamasinda denetimler siklikla yapilarak gerekli kontrollerin
uygulanmasi toplum sagliginin korunmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Tahi! unu, Kiif, Mikotoksin, LC-MS/MS, PZR



INVESTIGATION ON THE EXISTENCE OF MYCOTOXINES AND
MYCOTOXYGENIC MOLD IN SOME CEREAL FLOURS

ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the presence of mycotoxins in flour samples
and bran obtained from various bakeries and markets in Istanbul and to identify
mycotogenic molds. For this purpose, a total of 112 incluiding 25 whole wheat flour,
29 wheat flour, 30 rye flour and 28 bran were examined and 174 isolates were
obtained. Isolates were examined by traditional methods and 22 different mold and
yeast were determined. Molds are identified at the species level by taking into
account the morphological features. Polymer Chain Reaction (PCR) studies were
performed with 29 representative ochratoxygenic mold ITS and AoLC (polyketide
synthase gene region) determined by traditional methods and identified as P.
verrucosum, A. ochraceus, A. niger, A. carbonarius.

Flour samples examined and the amounts of aflatoxin (B1, B2, G1, G2), ochratoxin
A, deoxynvalenol and zearalenone were determined by liquid chromatography
tandem mass spectrophotometry (LC-MS / MS). In nine (8%) of the samples,
aflatoxin between 0.17-5.95 pg/kg, in 23 (20,5%) of 0.05-27.64 ng/kg of ocratoxin
A, in 41 (36,6%) deoxinivalenol between 0.06-70.04 pg/kg and zearalenone between
0.04-3.04 pg/kg in 15 (13,4%). Turkish Food Codex limit of aflatoxin (AFB1 +
AFB2 + AFG1 + AFG2) level (5.95 ng/kg) in one of the analyzed samples and
ocratoxin A level (3.06, 21.72, 27.64 ng/kg) in 3 values above (3 ug/kg).

According to the findings, it was concluded that the mold levels in cereal flour and
bran offered for consumption in Istanbul are among the acceptable limit values.
Myotoxin contamination in all other cereal flour and bran below the legal limits was
determined in the examinations except for four of the samples. In ensuring food
safety in food production enterprises and in preventing health risks that may occur in
consumers, audits are carried out frequently at every stage production with systems
such as good agricultural practices (GAP) and HACCP, and the implementation of
necessary controls is of great importance in protection public health.

Keywords: Grain flour, Mold, Mycotoxin, LC-MS / MS, PZR
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1. GIRIS ve AMAC

Tahillar; yetistirme, iiretim ve kullanim alanlarinin genisligi acisindan kiiltiir
bitkileri arasinda ilk sirada yer almaktadir. Tahil cinslerinin ¢ok g¢esitte tiir
icermesi ve ekotip zenginligi sebebiyle c¢ok genis alanda adapte olma
yetenekleri, ekim alanlarinin artmasinda ve dolayisiyla yiiksek {iretim
miktarlarinda O6nemli bir faktér olmaktadir. Tahillar, insanlar tarafindan
gecmisten giliniimiize tiiketilen baslica gida hammaddeleridir (Altan, 1986).
Tahillar; diger kiltiir bitkileri arasinda insan beslenmesi ac¢isindan 6nemli bir

yere sahip olmasiyla 6n plana ¢gikmaktadir (Kinaci ve ark., 2011).

Tahillar, icerdigi diyet lifleri, proteinler, mineraller, vitaminler ve
antioksidanlardan beslenmenin 6nemli bir pargasidir. Tahillar; beta glukan,
arabinoksilan, direnc¢li nisasta gibi diyet lifi igerir. Ayrica antioksidan
fonksiyonu gosteren fenolik maddeler ve fitoostrojenler igermektedir. Tahillarin
kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 onledigi, kan basincini, kolesterolii, yag
emilim hizim azalttig1 ve kalp-damar hastaligi riskini azaltan bir¢ok fonsiyonel
bilesen icerdigi bildirilmektedir. Tahillarin bu yararli 6zelliklerin hakkinda
bilgilerin aciga c¢ikmasiyla birlikte firincilik iiriinleri, diyetetik iirlinler, bebek
mamalarinda, kahvaltilik driinlerde kullanimiyla insan beslenmesinde

yayginlagsmaktadir (Chaturvedi ve ark., 2011).

Mikotoksinler, bazi filamentli mantarlar (kiifler) tarafindan iiretilen toksik
sekonder metabolitlerdir. Bu metabolitler diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerdir
(genellikle 1000 Dalton'dan az). Besin zincirimize bitkisel bazli besinlerin
mikotoksinlerle kontamine olmasiyla ya da gida iizerinde toksijenik kiiflerin
bliylimesinden dolay1 girebilmektedirler. Mikotoksinler misir, tahil, soya
fasiilyesi, sorgum, yer fistig1 gibi diger gida ve yem bitkilerinde tarlada,
olgunlagsma esnasinda ve nakliye sirasinda birekebilmektedir. Mikotoksinle
kontamine olmus gida veya yemin tiiketilmesiyle insanda ve hayvanlarda akut
veya kronik toksisiteye neden olmaktadirlar. Mikotoksinle kontamine olmus

gida ve yemlerin dogrudan tiiketiminden kaynaklanan olumsuz etkilere iligkin



kaygilarin yan1 sira, potansiyel mikotoksin kalintilar1 veya metabolitleri iceren
et, slit ve yumurta gibi hayvansal kaynakli gida {irlinlerinin tiiketilmesiyle ilgili
halk sagligi endisesi de vardir. Ug¢ fungal cins, Aspergillus, Fusarium ve
Penicillium tiyeleri, baslica mikotoksin iireticileridir. 300’den fazla mikotoksin
tanimlanmis, bunlardan 6’s1 (aflatoksin, trikotesen, zearalanon, fumonisin,
okratoksin ve patulin) gidalarda yaygin olarak bulunurlar ve diinya capinda
ongiiriillemeyen ve devam eden gida giivenligi sorunlarina neden olmaktadirlar

(Alshannaq ve Yu, 2017).

Tahillar gerek tarla kiifleri gerekse depo kiifleri ile kontamine durumdadirlar.
Kiifler kosullar uygun oldugunda tahil iizerinde gelisip iiriinlerin bozulmasina
ve Urettikleri toksinlerle tiiketici saglig1 agisindan zararli hale gelmesine neden
olabilmektedirler. Kiif kontaminasyonu ylizeysel oldugundan kepek kismi
uzaklastirilmamis unlardan yapilan iriinlerde de kiif gelisim ve mikotoksin
olusma olasilig1 yiiksektir. Geg¢mis yillarda tahil ve tahil trlinlerinde kiif
mikroflorast ve mikotoksin diizeyleri hakkinda ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir.
Ancak son zamanlarda tiiketimi giderek artan kepek orani yiiksek unlarda ve bu

unlardan yapilan tirlinlerde kiif ve mikotoksin ¢alismalar1 yetersizdir.

Bu calisma tam bugday unu, bugday unu, ¢avdar unu ve kepekte mevcut kiif
mikroflorasin1 tanimlamak, mikotoksijenik olanlar1 geleneksel ve molekiiler
yontemler kullanilarak saptamak ayni zamanda bulunmasi muhtemel
mikotoksinlerden aflatoksin (B1, B2, G1, G2), okratoksin A, deoksinivalenol ve

zearalanon diizeylerini belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Mikotoksinlerin tanimi ve 6zellikleri

Dogada yaygin olan kiiflerin gelismesi i¢in uygun oldugu durumlarda (sicaklik,
nem, vb.) tarimsal iiriinlerde geliserek ve bu iiriinlerin kullanimiyla elde edilen
gida ve yemlerde c¢esitli toksik maddeler olusturmaktadirlar (Van Egmond,

1989). Kiiflerin ikincil metabolitleri sonucu olarak sentezlenen toksik maddeler

mikotoksin olarak adlandirilir. Mikotoksin kelimesi Yunanca’da mantar
anlamina gelen ‘mykes’ ile Latince’de zehir anlamina gelen ‘toxicum’
kelimelerinin  birlestirilmesiyle  olusturulmustur. Mikotoksinli  iiriinlerin

tiiketiminden kaynaklanan insanda ve mikotoksin igeren yem tiiketimine bagh

olarak hayvan sagligi1 sorunlarina ‘mikotoksikozis’ olarak adlandirilir (Anonim,

2015).

Cizelge 2.1: Bazi kiif tiirleri ve bu tiirlerin olusturdugu mikotoksinler

Kiif Tiirleri Mikotoksinler
A. flavus, A. parasiticus, A. nomius Aflatoksin B1, B2 (M1,
M2)

A. parasiticus, A. nomius
A. flavus, P. comnue

A. ochraceus, P. viridicatum, P. cyclopium, P.
verrucosum

P. expansum, A. clavatus

F. culmorum, F. graminearum, F. sporotrichioides
F. sporotrichioides, F. poae

F. sporotrichioides, F. poae, F. graminearum

F. culmorum, F. graminearum, F. sporotrichioides
F. moniliforme, F. verticillioides

Acremonium coenophialum

A. lolii

Aflatoksin G1, G2
Cyclopiazonic acid
Ochratoxin A

Patulin
Deoxynivanenol

T-2 toxin
Diacetoxyscirpenol
Zearalenon
Fumonisins
Ergopeptine alkaloids
Lolitrem alkaloids

Phomopsis leptostromiformis Phomopsis
leptostromiformis
Pithomyces chartarum Sporidesmin

Kaynak: Taydas, 2006



Giiniimiizde 300’e¢ kadar mikotoksin varlig1 tespit edilmistir ve bu toksinlerin
350 kif tiri tarafindan {iretildigi belirlenmistir. Bir kiif tiirii birden fazla
mikotoksin sentezleyebilirken, bir mikotoksin birden fazla kif tiirii tarafindan
olusturulabilmektedir. Diinyada yaygin olarak goriilen ve mikotoksin (Cizelge
2.1) trettigi bilinen Aspergillus, Penicilium, Fusarium, Alternaria ve Rhizopus

kif tiirleri olarak yer almaktadirlar (Taydas, 2006).

Kiif ve diger mikroorganizmalarin birincil metabolitleri; biiyltimeleri i¢in gerekli
olan metabolitlerdir. Mikotoksinler ve ucgucu organik maddeler ikincil
metabolitler olarak sentezlenmektedir. Ikincil metabolitler; kiifiin logaritmik
gelisme fazinin sonunda iiretilmeye baglanir ve iireten organizma metabolizmasi
veya gelisimi iizerine Oonemli bir etkisi yoktur (Karadeniz ve Eksi, 2002;
Bozoglu, F. 2003). Ugucu organik maddeler, ketonlar, aldehitler, alkoller ve
¢oklu modifiye ederek olusan aromatik ve alifatik yapilardir. Calismalar, ugucu
organik maddelerin bilesiminin biliylime ve ortam kosullarina bakilmaksizin
ayni kaldigin1 gostermektedir. Bu tiir maddeler gida ve gelisme ortamlarinda kiif
kokusu olarak adlandirdigimiz kokuya sebep olmaktadirlar (Bozoglu, 2003).
Kiiflerin ikincil metabolitleri sentezi; poliketit, terpenoid ve temel amino asitleri
kullanim1 yoluyla gergeklesir ve mikotoksinler poliketit yoluyla olugsmaktadirlar
(Smith, 2001; Karadeniz ve Eksi, 2002). Mikotoksinlere kimyasal ag¢idan
bakildiginda biiyiik bir kisminin doymamis halka (aromatik), az bir kisminin ise
acik zincirli (alifatik) yapida oldugu goriilmektedir. Bakteriyel toksinlerden
farkl fiziksel 6zelliklere ve kimyasal yapiya (piranlar, antrakinolar, kumarinler,
makrolidler, steroidler, siklik polipeptidler) sahiptir ve diisiik molekiil agirlig
(cogunlukla<700 Da) gdsterirler. Bu Ozelliklerden dolayr farkli matrislerin
belirlenmesi i¢in farkli analiz yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Sherif ve

ark., 2009).

Mikotoksin kontaminasyonu mahsiil bitki biiyiirken, hasat sonrasi, depolanmasi,
gida irlinlerine islenmesi, paketlenmesi, dagitilmasi swrasinda ortaya
cikabilmektedir (Pereira ve ark., 2014; Bhatnagar ve ark., 2006). Genel olarak
uygun olmayan yiiksek sicaklikta depolanan ve yiliksek nem igerigine sahip tiim
bitkisel (Cizelge 2.2) mahsiiller kiiflenmeye ve mikotoksin kontaminasyonuna
maruz kalabilmektedir (Klich, 2003). Mikotoksinlerin ¢ogu, gida pisirme,

kaynatma, firinlama, kizartma ve pastorizasyon dahil olmak iizere gida islemleri



sirasinda kimyasal ve termal olarak kararlidir (Marin ve ark., 2013; Kaushik,

2015).

Cizelge 2.2: Baz1 bitkisel iiriinlerde yaygin bulunan mikotoksinler

Tarimsal iiriin Mikotoksin kirliligi

Tarlada Depoda
Arpa DON, NIV, ZEA, HT-2, T2 OTA, AFLA, SITR
Misir DON, FUM, ZEA ZEA, AFLA
Bugday DON, NIV, ZEA, ERGOT OTA, AFLA, SITR
Sorgum - AFLA
Cavdar ERGOT OTA
Yulaf DON, NIV, HT-2, T2 OTA, SITR
Pamuk Tohumu Kiispesi AFLA, TENUA AFLA
Yerfistig1 Kiispesi AFLA, ZEA AFLA, OTA, SITR
Soya Kiispesi - AFLA
Cayir otu ZEA, DON, ERGOT -
Muisir silaji AFLA ROQ, PAT, ZEA, PR
Saman - ZEA, SAT

Kaynak: Pettersson, 2004

AFLA: Aflatoksin, DON: Deoksinivalenol, NIV: Nivalenol, ERGOT;
Ergotamin, T-2 ve HT-2: T-2 ve HT-2 toksinleri, ZEA: Zearalenon, OTA:
Okratoksin A, SITR: Sitrinin, TENUA: Tenuazoik asit, PR: PR Toksin, ROQ:
Roquefortin, PAT: Patulin.

Tahillarda mikotoksin bulagmasini etkileyen faktorler; depolama sirasindaki
tahillarin  durumu, o6zellikle nem ve sicaklik (Cizelge 2.3) gibi kosullar
depolanan tahilin giivenligini belirlemek icin kritik faktorlerdir. Depolanan
tahillarda kiif gelisimini ve mikotoksin biyosentezini destekleyen ana faktdrler;
yiksek tanecik nemi (%16-30), yiiksek tanecik sicakligir (25-32°C) ve yiiksek
hava nemi (RH) (%80-100) arasindadir (Shanahan ve ark., 2003). Mikotoksin



olusumunu etkileyen diger faktorler; bitkisel {irlin ve gidanin tiirdi, iiriiniin pH’1,
lirline uygulanan hasat islemleri, olgunlugu, saklama kosullari, ¢cevrede diger
rekabet¢i mikroorganizmalarin varligi, yetersiz giibreleme ve kuraklik (mahsul
koruma sistemlerinin zarar goérmesi sonucu kiiflerin kolonize olmasi daha
kolaydir), ayrica bitkilere uygulanan mekanik islemler ve bdcekler koruyucu

yapiy1 bozabilmektedir (Tunail, 2000; Bozoglu, 2003; Akdeniz ve ark.,2013).

Cizelge 2.3: Mikotoksin iiretimi i¢in optimum sicaklik ve su aktivitesi

Mikotoksin Sicaklik (°C) Su aktivitesi (aw)
AFLA 33 0.99

OTA 25-30 0.98

FUM 15-30 0.9-0.995

ZEA 25 0.96

DON 26-30 0.995

SITR 20-30 0.75-0.85

Kaynak: Milani, 2013

2.2 Aflatoksin

Aflatoksinler, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus nomius
kiifleri tarafindan fretilirler. Aflatoksin kelimesinin Aspergillus flavus“un ilk
harflerinden tiiretilmistir (A ve Fla) ve toksin kelimesine eklenmistir
(Oksiiztepe ve Erkan 2016). Aflatoksinler, Aspergillus cinsine ait 3 farkli
boliimiine ait kiif tiirli tarafindan iiretilir; Flavi (Aspergillus flavus, Aspergillus
pseudotamarii, Aspergillus parasiticus, Aspergillus nomius, Aspergillus
bombycis, Aspergillus parvisclerotigenus, Aspergillus minisclerotigenes,
Aspergillus arachidicola, Aspergillus togoensis), Nidulantes (Emericella
astellata, Emericella venezuelensis, Emericella olivicola) ve Ochraceorosei

(Aspergillus ochraceoroseus, Aspergillus rambellii) (Kocube ve ark., 2013).

Aflatoksinler (Sekil 2.1) dort ana fraksiyona sahiptir. Bunlar; B1, B2, G1 ve
G2’dir. Aflatoksin M1 ve M2 iki onemli aflatoksin olup AFLABI1 ve B2'nin
hidroksi tiirevleridir (Ozkaya ve ark., 2003; Klaassen,1996). Bunlar disinda



0zellikle memelilerde, ana metabolitlerin biyotransformasyonu sonucu olusan
Aflatoksin P1 (AFLAPI), Q1 (AFLAQ1), B2a (AFLAB2a) ve G2a (AFLAG2a)
olarak adlandirilan aflatoksinler de belirlenmistir (Dwayne ve Thrasher, 2011;

Klaassen ve Amdur, 2013).

Aflatoksinler; beyaz kristal formda, kloroform, metanol ve dimetil siilfoksit gibi
kismen polar ¢dziiciiler icinde ¢oziiniir olan ve 1 ile 20 pg/ ml oraninda suda
¢Oziinlir bilesiklerdir. Ultra viyole 15181 altinda floresans iiretebilmelerine
ragmen AFLAB1 ve AFLAGI derivatize edilerek floresans ozellikleri
gelistirilebilmektedir (Desphande, 2002). AFLAB1 ve AFLAB2 mavi floresans
iretirken, AFLAG1 ve AFLAG2 yesil floresans iiretir. AFLAMI1, AFLAM2,
AFLAB2A ve AFLAG2A ise ¢ok az miktarda floresans 0Ozellik
gostermektedirler (Helferich ve Winter, 2000).

Aspergillus tirlerinin ¢ogu mikotoksin tretebilmektedir, tahillarda hastalik
olusturarak tahil tanesinin kalitesinin bozulmasina neden olurlar. Aspergillus
tiirleri hasat 6ncesi misir, yer fistig1 ve pamuk gibi bitkisel iiriinlerde kok ve
kocan cliriikliigiine neden olurken 6zellikle hasat sonras1 ve depolama siiresince
de etkili olurlar (Scheidegger ve Payne, 2003; Duran ve ark., 2009). Bugday,
arpa, yulaf gibi tahillar basta olmak iizere, mercimek, bezelye gibi baklagiller,
badem, yer fistig1, findik, baz1 yagl tohumlar (pamuk, susam, kolza), baharatlar
(kirmiz1 toz biber, karabiber, pul biber) ve kuru meyveler (incir, kayisi, liziim)

aflatoksin bakimindan riskli gidalardir (Oksiiztepe ve Erkan, 2016).

Aflatoksinler mikotoksinler arasindan en gii¢lii biyolojik karsinojen maddeler
oldugu bilinmektedir. Ayrica canlilarda mutajenik, teratojenik ve toksijenik
etkili metabolitler oldugu tespit edilmistir (Gilingsen ve Bilyiikyorik, 2003;
Giirses ve ark., 2004). International Agency for Research on Cancer (IARC),
AFLABI1’1 oncelikle karacigeri hedef alan, grup I karsinojen olarak
siniflandirmistir (Cheraghali ve ark., 2007; Heperkan ve ark., 2012).
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Sekil 2.1: Aflatoksinlerin kimyasal yapilari

Kaynak: Anonim, 2012c



Aflatoksin ile bulasi tahil ve tahil {irlinleri i¢in Tirk Gida Kodeksi (TGK)
tarafindan maksimum limit degerleri belirlenmistir ve bu limitler Cizelge 2.4

‘de belirtilmektedir.

Cizelge 2.4: Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi (28502/2012)’ne gore
tahillarda belirlenen maksimum aflatoksin limitleri

Gida Maksimum limit
(ng/kg)

Aflatoksin B1 B1+B2+G1+G2

Tahillar, bunlardan elde edilen iiriinler ve bunlarin 2,0 4,0

islenmis tirtinleri
(Boliim 2.1.11, 2.1.14 ve 2.1.16’de belirtilenler haric)
Misir ve piring (dogrudan insan tiiketimine sunulmadan 5,0 10,0

veya gida bileseni olarak kullanilmadan 6nce ayiklama
veya diger fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

Kaynak: TGK, 2012

2.3 OKkratoksin A

Okratoksin A Aspergillus ochraceus, A. carbonarius da dahil olmak {lizere siyah
Aspergilluslar tarafindan olusturulan mikotoksindir (Nguyen ve Ryu, 2014).
Van der Merve ve arkadaslari1 tarafindan tespit edilen bir mikotoksin olan
okratoksin A adini okratoksin irettigi tespit edilen ilk tiir olan Aspergillus
ochraceus'tan almigtir (Brera ve ark., 2014). OTA iiretme yetenegine sahip olan
Penicillium tirleri ise Penicillum verrucosum ve Penicillum nordicum'dur
(Heperkan ve ark., 2009; Coverelli ve ark., 2012). Aspergillus ochraceus (A.
alutaceus), A. melleus, A. alliaceus, A. ostianus, A. sclerotorium, A. albertensis,
A. wentii, A. auricomus, A. niger var. niger, A. sulphureus, (A. fresenii) kif

tiirleri diger okratoksinleri liretebilmektedir (Girgin ve ark., 2001).

Okratoksinler (Sekil 2.2); OTA’nin metil ve etil esterlerinden olusan okratoksin
C (OTC), 4-hidroksiokratoksin A (4-OH-OTA), okratoksin B (OTB) ve
okratoksin B’nin metil ve etil esterleri ile okratoksin a’dan ibarettir (Sekil 2.2).

Okratoksin a harig, okratoksinler 7-karboksi grubu boyunca bir amid bagi ile L-



B-fenilalanine baglanmis bir pentaketit tiirevi olan dihidroksikumarin

yapisindadir (Brédse ve ark., 2009; Anli ve Alkis, 2010).
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Sekil 2.2: Okratoksinlerin kimyasal yapilari
Kaynak: (Ozkaya ve Temiz, 2003)

Okratoksin A organik ¢oziiciilerde yiiksek ¢oziintirliige sahiptir ancak suda az
¢Oziiniir. Metanol ¢oziindigiinde 333 nm’de emiciligi vardir ve 467 nm’de

floresan emisyonu iiretmektedir. Okratoksin A genis asidik 6zellige sahiptir,
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pKa degeri fenilalanin grubunun karboksi grubu i¢in 4.2-4.4 ve isokumarin

yapisinin fenolik hidroksi grubu i¢in 7.0-7.3 arasindadir (Anl1 ve Alkis, 2010).

Okratoksin A, gidalarin, yemlerin ve igeceklerin sik sik kontaminasyonuna
sebep olan zararli bir mikotoksindir (Bisogno ve ark., 2007). Diinyadaki bir¢ok
gida; kahve, tahillar, islenmis gidalar, bira, {iziim, sarap, kakao, findik ve kuru
meyveler okratoksin A agisindan risk altinda bulunmaktadirlar. Ayn1 zamanda
okratoksin A varlig1 tespit edilen diger gidalar ise; domuz eti ve et {iriinleri, siit
ve siit Urlinleri, yumurta, meyve ve sebzeler ile meyve ve sebze lrilinleri;
pekmez, sirke, domates, havu¢ ve elma gibi meyve sularidir (Palumbo ve ark.,

2007; Barkai-Golan ve Paster, 2008; Serensen ve ark., 2010).

Okratoksin A TARC tarafindan muhtemel insan kanserojenlerinde
siniflandirilmaktadir  (kategori 2B). Hayvanlar {izerinde yapilan tiim
calismalarda, okratoksin A ile bobrek hastalig1 arasinda yakin bir iliski vardir.
OTA anne siitii de dahil olmak iizere insan serumundaki kan hiicrelerinde ve
hayvan dokularinda bulundugu tespit edilmektedir. OTA domuz nefropatisinden
de sorumludur. Bu hastalik Danimarka'da tespit edilen domuz nefropatisi i¢in
endemiktir. Kus Oliimlerine de sebep oldugu gosterilmistir (Rocha ve ark.,
2014). Ayrica Balkanlarin (Hirvatistan, Bosna Hersek, Sirbistan, Romanya,
Bulgaristan) kirsalinda yasayan insanlarda tipik olan Balkan Endemik
Nefropatisi olarak belirtilen (BEN), bobrek hastaligiyla iligkilidir. OTA’nin
hedef organi bobreklerdir ve bobrekler i¢in potansiyel bir nefrotoksindir (Marin
ve ark., 2013). Calismalarda farkli hayvan iizerinde ¢esitli toksik etkileri
belirlenmistir. Bunlar; immunosiipresyon, terotojeniteye ve hepoto-toksisiteye

sebep oldugu bildirilmektedir (Bisogno ve ark., 2007).

OTA ile bulasi1 tahil ve tahil iiriinleri i¢in TGK tarafindan maksimum limit

degerleri belirlenmistir ve bu limitler Cizelge 2.5 ‘de belirtilmektedir.
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Cizelge 2.5: Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi (28502/2012) 'ne gore
tahillarda belirlenen maksimum okratoksin A limitleri

Gida Maksimum limit
(ng/kg)

Okratoksin A

Islenmemis tahillar 5,0

Islenmemis tahildan elde edilen tiim iiriinler 3,0

(Dogrudan insan tiiketimine sunulan tahillar ve islenmis

tahil tiriinleri dahil)

(2.2.9.,2.2.10. ve 2.2.13. satirinda belirtilenler harig)

Bugday gluteni (Tiiketiciye dogrudan satilmayan) 8,0

Kaynak: TGK, 2012

2.4 Deoksinivalenol

Deoksinivalenol (DON) trikotesenler olarak adlandirilan grubun iginde yer alan
ve F. graminearum, F. culmorum, F. tricinctum, F. acuminatum dahil olmak
iizere ¢ok sayida Fusarium tiirii tarafindan iiretilen bir mikotoksindir (Conkova
ve ark., 2003). Trikotesenler (Sekil 2.3) 12,13-epoksitrikotes-9-en halkasina
dayanan kimyasal yapilarina gore A, B, C ve D olarak dort gruba
ayrilmaktadirlar. Tip A ve B trikotesenler C-8 pozisyonunda keto grup igerip
icermediklerine gore birbirinden ayrilmaktadirlar. C-8’de oksijen olmayan
fonksiyonel diasetoksisirpenol igern Tip A grubu, C-8’de esterlenmis hidroksil
grubuna sahip T-2 toksini ile temsil edilmektedir. B grubu trikotesenleri C-8’de
keto grubuna sahiptir ve NIV ve DON ile temsil edilmektedir. C tipi ilave bir
epoksit grubu ile karakterize edilmektedir. D tipi makrosiklik trikotesenden
olusmaktadir (Sekil 2.4) ve Stachybotrys ve Trichotecium iyeleri tarafindan

tiretilirler (Girgin ve ark., 2001; Desjardins, 2006).

DON bugdayda, arpa, cavdar, yulaf, misir ve aspir tanelerinde yaygin olarak
bulunan B tipi trikotesen olarak ilk 1950’lerde Japonya’nin kirsal bdlgelerinde
‘Kirmizi kiif zehirlenmesi’ olarak rapor edilmistir. Kanada’da 1971-1981
yillarin sonlarinda ve ABD’nin kuzeyindeki genis bugday alanlarinin bu toksin
ile kontamine oldugu ve ilk kez deoksinivalenol adinin kullanildig:

goriilmektedir. Cesitli arastirmalar sonucunda, F. culmorum ve F. graminearum
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tiirlerinin drettigi DON’lin misirda Gibberella kogan ciiriikliigii ve basak
yaniklig1 hastalifina neden oldugu bildirilmektedir (Vesonder ve Hesseltine,

1980; Udagawa, 1988; Miller ve ark., 2001).
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Sekil 2.3: Trikotesenlerin yapisi

Kaynak: Desjardins, 2006

Trikotesen Oksijenasyon ve esterifikasyon pozisyonu

C-3 C-4 C-7 C-8 C-15
Deoksinivalenol OH H OH =0 OH
Nivalenol OH OH OH =0 OH
T-2 toksin OH OAc H Olsoval OAc

OAc: Asetil ester, Olsoval; isovalerat ester
Trikotesen

Sekil 2.4: Trikotesen
Kaynak: Desjardins, 2006

DON agirlikli olarak bugday, arpa, misir gibi tahillarda ve daha az siklikla
yulaf, piring, cavdar, sorgum ve tritikalede bulunur. Ayn1 zamanda Avrupa ve
Kuzey Amerikada’ki bazi islenmis gida liriinlerinde de rastlanilmaktadir. Ayrica
malt ve bira gibi arpa iriinlerinde de bulundugu tespit edilmistir (Hussein ve

Brasel, 2001; Creppy, 2002).

Tahil iriinlerinde yapilan arastirmalar Fusarium mikotoksinlerinin insan ve
hayvan beslenmesinde ortak bir kirletici oldugunu gostermektedir. DON ¢iftlik

hayvanlarinda yem aliminda azalma, kilo aliminda azalma ve kusmaya neden
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olmaktadir (EFSA, 2004). Insanlar tarafindan yiiksek konsantrasyonlarda DON
igeren gidalar tiiketildiginde bulanti, kusma, ishal, karin agrisi, bas agrisi, bas
donmesi ve ates gozlemlendigi bildirilmektedir (Scientific Commitee on Food

2002).

DON ile bulasi1 tahil ve tahil {irtinleri i¢cin TGK tarafindan maksimum limit

degerleri belirlenmistir ve bu limitler Cizelge 2.6 ‘da belirtilmektedir.

Cizelge 2.6: Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi (28502/2012)’ne gore
tahillarda belirlenen maksimum deoksinivalenol limitleri

Gida Maksimum limit
(ng/kg)

Deoksinivalenol

Islenmemis tahillar (durum bugday, yulaf ve misir haric) 1250

Islenmemis durum bugday1 ve yulaf 1750

Islenmemis misir (1slak dgiitiilecekler harig) 1750

Tahillar, tahil unlar1, kepek ve riiseym (dogrudan insan 750

tiiketimine sunulan)

Makarna 750
Ekmek (hafif firincilik {irtinleri dahil), pastacilik tirtinleri, 500
biskiivi, tahil ¢erezleri, kahvaltilik tahillar

Kaynak: TGK, 2012

2.5 Zearalenon

Zearalenon (ZEA) Fusarium tiri kifler, F. graminearum, F. culmorum, F.
equiseti, F. cerealis, F. crookwellence ve F. semitectum tarafindan sentezlenen
steroidal olmayan Ostrojen bir mikotoksindir. Fusarium tirleri 6zellikle
tahillarda baglica bulasanlar arasinda olmakla beraber toprak kaynakli olup
sicak iklimin gorildiigi iilkelerde yaygin olarak bulunmaktadirlar (Topal, 1993;
Bennet ve Klich, 2003; Zinedine ve ark., 2007).

Zearalenonlar (Sekil 2.5 ve 2.6) rezosiklik asit lakton yapilar1 izerinde hidroksil
gruplarinin =~ varligi, rediiksiyon durumu ve asetillenmelerine  gore

farklilagsmaktadirlar (Tunail, 2000; Desjardins, 2006;). Kristal yapida, beyaz ve
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kokusuzdur. Suda ¢oziinmeyip kloroform, dietilete, diklorometan, etil asetet,

alkol ve sulu alkali ¢oziiciilerde ¢ozlinmektedir (Josephs ve ark., 2004).

OH O

Sekil 2.5: Zearalenonun kimyasal yapisi

Kaynak: Desjardins, 2006

Karbon pozisyonlar:
Zearalenon c4 |C5 |Cc7-c8 |c-11 |c12 |c-14
Zearalenon OH H C=C H =0 H
o ve B-zearalenon OH H C=C H OH H
11-Hidroksizearalenon OH H C=C OH OH H
14-Hidroksizearalenon OH H Cc=C H =0 OH
4-Asetilzearalenon OAc |H Cc=C H =0 H
5-Formilzearalenon OH CHO | C=C H =0 H
Zearalenon

Sekil 2.6: Zearalenon
Kaynak: Desjardins, 2006

Misir, Oglitiilmiis arpa ve bugday gibi tahillarinn ozellikle F. gramineorum
kontamine olmasi sonucu ZEA olusmaktadir. Yapilan arastirmalar misir ve
misir bazli hayvan yemlerinde yiiksek konsantrasyonlarda ZEA varligi tespit
edilmektedir (Kuiper-Goodman ve ark., 1987). ZEA ile bulas1 tahil kaynakli
yemlerin tiiketilmesiyle domuzlarda genital sorunlara neden oldugu tespit

edilmektedir (Massart ve Saggese, 2010). Yiiksek miktarda ZEA igeren
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yemlerle beslenen hayvanlarda protein sentezi ve bagisiklik sistemi
baskilanmakta, karaciger ve dalakta cesitli zararlar olugsmaktadir. Bunlara ek
olarak ZEA steroid sentezini baskilayarak, oosit fenomenini durdurarak ve
embriyonik gelismeyi baskilayarak hayvanlarda ¢esitli sorunlara neden
olmaktadir (Doll ve Dénicke, 2011). Embriyonik gelismede baskilama DNA,
RNA ve protein gibi hiicresel molekiillerin inhibe edilmesinden

kaynaklanmaktadir (Desjardins, 2006; Brise ve ark., 2009).

ZEA ile bulas1 gidalar arasinda cesitli tipteki tahil ve tahil {iriini i¢gin TGK
tarafindan maksimum limit degerleri belirlenmistir ve bu limitler Cizelge 2.7de

belirtilmektedir.

Cizelge 2.7: Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi (28502/2012) ne gore
tahillarda belirlenen maksimum zearalenon limitleri

Gida Maksimum
limit (pg/kg)

Zearalenon

Islenmemis tahillar (misir haric) 100

Islenmemis misir (1slak dgiitiilecekler harig) 350

Dogrudan tiiketime sunulan tahillar, dogrudan insan 75

tiiketimine sunulan tahil unlari, kepek (son iiriin olarak) ve

embriyo

Rafine misir yagi 400

Ekmek (hafif firincilik irtinleri dahil), pastacilik Giriinleri, 50

biskiivi, tahil ¢erezleri, kahvaltilik tahillar (misir ¢erezleri ve
misir bazli kahvaltilik tahillar harig)

Dogrudan insan tiiketimine sunulan misir, misir gerezleri ve 100
muisir bazli kahvaltilik tahillar

Kaynak: TGK, 2012

2.6 Mikotoksinlerin saglk iizerine etkileri

Mikotoksinin insan sagligi lizerindeki olumsuz etkileri; alinan toksinin tiiriine
ve miktarina bagli olarak hem akut hem de kronik toksisiteye sebep

olabilmektedir. Akut mikotoksikoz 6liimle sonuglanirken, kronik mikotoksikoz
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Oliimle sonucglanan c¢esitli hastaliklara yol ag¢maktadir. Mikotoksin aliminin
neden oldugu saglik sorunlari; kanserojen (Cizelge 2.8), terotejen, tremorjen,
dermatitik, hepatoksik, hemoraljik, nefrotoksik ve norotoksik vb. mikotoksikoz
hastaliginin tiirii, belirtileri ve etkileri genel olarak alinan mikotoksin tiiri,
alinan giin ve miktari, birden fazla mikotoksin varligi, yas, cinsiyet, viicut
agirligl ve cinsi, fiziksel ve beslenme durumuna bagli olarak degisebilmektedir
(Steyn ve Stander 1999; Koppen ve ark., 2010). Mikotoksinle kontamine olmus
gidalarin  sindirim sisteminde alinan toksin, sindirim kanalindan ve
bagirsaklardan kana geger ve kan yoluyla doku ve organlara ulagmaktadir

(Anonim, 2015).

Cizelge 2.8: Kanserojenik potansiyeline gore siniflandirilan bazi mikotoksinler

Mikotoksin Grup Y1l

AFLABI 1 2012
SITR 3 1987
Luteoksikrin 3 1987
OTA 2B 1993
Penisilikasit 3 1987
Sterigmatosistin 2B 1987
FUMBI, FUMB2, Fusarin C 2B 1993
ZEA, DON, NIV ve Fusarenone X 3 1993

Grup 1: iqsanlarda kansere neden olan;
Grup 2B: Insanlarda olas1 kanserojenik,
Grup 3: Insanlarda kanserojen etkeni olmayan.

Kaynak: [ARC, 2016

Aflatoksinler insan dahil tiim omurgali canlilarda karsinojen, mutajen, teratojen,
hepatotoksik ve bagisiklik istemini baskilayict Ozellige sahiptir. Diger
mikotoksinler igerisinde en toksik bilesiklerdir. Toksisite siralamasi
AFLABI>AFLAM2>AFLAGI1>AFLAB2>AFLAM2#AFLAG2 seklindedir
(Deshpande, 2002; Brédse ve ark., 2009). Uluslararasi kanser arastirma ajansi

tarafindan AFLAB1 karsinojen madde (grup 1), AFLAB2 ve AFLAMI ise
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muhtemel karsinojen madde (grup 2B) olarak siniflandirilmaktadir (IARC,
1993). Aflatoksinlerin yiiksek miktarda alinmasiyla akut aflatoksikosize sebep
olmaktadir. Hayvanlarda akut aflatoksikosizde viicudun en ¢ok etkilenen organi
karacigerdir. Akut aflatoksikosizde seyreden belirtiler; istah azalmasi, agirlik
kaybi1, norolojik anormallikler, mukoz membranlarinda sarilik, kasilma ve 6liim
goriilmektedir (Bullerman, 1979; Cullen ve Newberne, 1994; Tunail, 2000;
Williams ve ark., 2004).

Okratoksin A’nin yemde bulunmasi, kontamine yemin tiiketilmesiyle hayvanin
karacigerinde, damar iginde, yag ve kas dokularinda birikerek besin zinciri
yoluyla insanlara bulagmasina neden olmaktadir (Persi ve ark., 2014). Farelerde
ve sicanlarda bobrek tiimorii olusumuna, insanlarda idrar yolu tiimorleriyle
iligkili oldugu bulunmaktadir (Brera ve ark., 2014). Bu hastalik, bobrek, pelvis,
mesane ve Ureteral tiimorlerde yliksek OTA seviyeleri tiibulointerstisyel nefrit
ile karakterizedir (PerSi ve ark., 2014). OTA’nin hedef organi bobrekdir ve
potansiyel nefrotoksin olarak tanimlanmaktadir. Insanlarda nefropati igin bir
tetikleyici unsur olarak tanimlanmaktadir ve iist idrar yolunda meydana gelen
tirotriyal kanserler ile iliskilidir. Hayvanlarda testis kanseri OTA alimi ile
iligkilidir ve eger alimin artmasiyla kanserinde arttigi tespit edilmektedir.
OTA’nin genotoksik, teratojenik, kanserojenik ve immiinotoksik etkileri de
rapor edilmektedir. Okratoksin A’nin kronik etkisi daha yaygin goriilmektedir
(Miran ve ark., 2013).

Trikotesenli yemlerin tiiketimiyle birlikta hayvanin cinsine bagli olarak akut ve
kronik seyreden hastaliklara sebep olmaktadir. Akut olarak mide-bagirsak
sisteminin etkilenmesiyle kusma, ishal, karin agrisi, bas agrisi, sersemlik ve ates
gibi belirtiler kisa zamanda ortaya ¢ikmaktadir. llerleyen siireglerde
bagirsaktaki hemorhajiye bagli olarak kanli ishal, istahsizlik, zayiflama, deride
yaralar, hemorharji, gaga ¢evresinde yaralar, siit ve yumurta liretiminde azalma
oldugu tespit edilmektedir (Pestka ve Smolinski, 2005). Yem katkis1 olarak
kullanilan ~ bugdaylarda  belirli  diizeylerde  deoksinivalenol igerdigi
belirlenmistir. Domuzlarda DON ile kontamine yemlerin tiiketilmesiyle birlikte
kusma ve besin reddine yol acan sitotoksik bir trikotesendir (Hart ve Braselton,

1983).
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Hayvanlarda yemlerle birlikte ZEA yiiksek miktarda alinmasiyla yavru atma,
kisirlik, vaginal akinti, vaginit, diivelerde meme bezinde biiyiime, ishal ve siit
veriminde azalma oldugu tespit edilmektedir (D’Mello ve Macdonald, 1997;
Fink-Gremmels, 2008; Wagacha ve Muthomi, 2008). ZEA ve metabolitlerinin
karaciger, bobrek ve bagisiklik sistemine toksik etki gostermektedir (Abbes ve
ark., 2006). Bunlara ek olarak lipit peroksidasyonuna ve hiicre 6liimiine sebep
oldugu, DNA ve protein sentezini engelleyerek genotoksik etkiler
gosterebilmektedir. Bobrekte fagolizozomal duyarliligina sebep olabilecegi de

rapor edilmektedir (Gao ve ark., 2013).

2.7 Tahil ve tahil iiriinlerinde kiif ve mikotoksin varhgi ile ilgili arastirmalar

Diinyadaki mikotoksinlerle ilgili ilk g¢alismalar tahillar {izerinde yapilmistir.
Aragtirmalarda 1900’1t yillarin  baslarinda kiiflerin iirettigi penisilinlerin
kesfedilmesinden sonra, arastirmacilar antibiyotik konusundaki calismalarini
arttirmiglardir (Celik, 2008). Kiif metabolitlerinin mikotoksin ve antibiyotik
olarak siniflandirilmasi, toksisiteleri veya hastalik tedavilerindeki faydali
etkileri ile degerlendirilmektedir. Baslangicta antibiyotik olarak kabul edilen
baz1 kiif metabolitleri (sitrinin gibi) daha sonra toksik maddeler olarak kabul

edilmis ve toksinler olarak siniflandirilmaktadir (Peraica ve ark., 1999).

Bilinen ilk mikotoksikozis Orta Cag’in Avrupa’sinda ‘Kutsal Ates’denilen
Ergotizm olup, Claviceps purpurea ile bulast olmus tahillarin tiikketilmesinden
kaynaklanan ve organlarda c¢esitli nekroz ve kangrenlere neden olmaktadir
(Duru ve Ozgiines, 1984). 1942 ile 1944 arasinda Rusya’nin Orenburg
bolgesinde binlerce kisinin 6liimiiyle sonuglanan mikotoksikozis olay1
’Alimentary Toxic Aleukia, ATA” beslenmeyle ilgili toksik etkiler nedeniyle
kandaki 16kosit sayisinin diismesi sonucu olusan 16semi olarak tarihe ge¢mistir.
Savas sebebiyle tarlada hasat edilmeden birakilan (kislatilan) mahsiillerin biiyiik
yitkima neden oldugu anlasilmistir (Prickett ve ark., 2000). 1960’11 yillarda
Ingiltere’de baslayan ‘Hindi X Hastali§i’ olayr bu konudaki goriislerin
degismesine sebep olmustur. Bu olay, hindi yemlerinde protein kaynagi olarak
kullanilan, Brezilya’dan ithal edilen yer fistiginda belirlenen toksinin neden
oldugu ve yiiz binlerce hindinin 6liimi ile sonu¢lanmistir. Calismalar, bu

toksinin Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus mikroorganizmalari
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tarafindan olusturulan bir metabolit oldugunu gostermektedir. Daha sonra bu
toksine kiifiin ad1 nedeniyle aflatoksin olarak adlandirilmaktadir (Stoloff, 1980;
Applebaum ve Marth, 1982). Ulkemizde mikotoksin sorunu ilk olarak 1967
yilinda Kanada’ya ihrag¢ edilen findiklarin limitlerin tizerinde aflatoksin miktari
tespit edilmesiyle geri ¢evrilmesiyle gézlemlenmistir. Aflatoksin varligi lizerine
cesitli gidalarda; antep fistig1, kuru incir, bugday, un ve siit ve iriinlerinde

calismalar yapilmistir (Artik, 2007).

Tirkiye cografi yapisi geregi bircok tarimsal {irilinii lireten ve ihracat yapan
iilkedir. Thra¢ edilen iiriinler findik, antep fistig1, incir, kirmiz1 toz/pul biber,
kayis1 olup bu iiriinlerde diinyanin sayili iilkeleri arasinda yer almaktadir.
Diinyada mikrobiyal kokenli zehirlenmelerde kaybin énemli bir kismin1 bakteri
disindaki diger biyolojik etkenlerden ileri geldigi bildirilmektedir (Anklam ve
Battaglia, 2001). Ayrica tiim diinyada tarimsal iriinlerde kiif gelismesi ve
mikotoksin olusumuna bagli olarak irilinlerin %25’inin kayb1 s6z konusudur
(Veldman, 2004). Bu sebeple Avrupa Birligi’'nde gelistirilen hizli alarm sistemi
(EU-RASSF Portal, 2019) ile her yi1l gida ve yemlerde izin verilen en yiiksek
limit degerlerin {izerinde mikotoksin iceren gidalarla ilgili agiklama

yapilmaktadir (EU RASFF Portal,2019).

Tahillarda yapilan ¢esitli arastimalar ile kiif kontaminasyonun diizeyi
bildirilmektedir. Aydin ve ark. (2009)’nin yilinda yaptiklar1 ¢aligmada 142 tane
beyaz un Orneklerinin fungal yiikleri arastirilmistir. Calismada Orneklerde
7,4x10'-1x10[] kob/g arasinda kiif sayis1 tespit edilmistir. Potus ve ark.
(1989)’nin arastirmalarinda 263 tane beyaz un Orneklerinde kiif varlig1 analiz
edilmistir. Orneklerde 1x10)-3x100] kob/g arasinda kiif sayisi saptanmustir.
Karagozlii ve ark. (2000)’nin inceledikleri 20 tane misir ununda 2x10-3x107]
kob/g arasinda kiif sayis1 tespit etmislerdir. Arda ve Aydin’in 2011 yilindaki
arastirmalarinda 3 farkli yufka {iretim tesislerinden temin edilen 9 tane un
Ornegini kiif dlizeyi bakimindan incelemislerdir. Arastirmada Orneklerde en
yiksek 4,4x100) kob/g ve ortalama 6,8x10* kob/g seviyesinde kiif sayisi tespit

etmislerdir.

Tahil ve tahil iirtinlerinin okratoksijenik kiif ve OTA iiretimi i¢in olduk¢a uygun
substratlar oldugu diisiiniilmekte ve disiik kaliteli tahillarda daha yiiksek

derecede mikotoksin kirliligi oldugu bildirilmektedir (Gonzéalez-Osnaya ve ark.,
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2007). OTA tarim iiriinlerinde bulagsma ilk olarak 1969'da misirda tespit
edilmistir (Shotwell ve ark., 1969). OTA ¢ogunlukla misir, bugday, yulaf, piring
ve arpa, kuru meyveler, sarap, bira, bebek mamas1 ve ¢esitli gida iriinlerinde
bulunmaktadir. Tarimsal iiriinlere ek olarak, insan kani, idrar ve anne siitii gibi

biyolojik drneklerde de tespit edilmistir (Nguyen ve Ryu, 2014).

Bulgaristan, Romanya ve Tuna nehri kiy1 kirsal bolgelerinde goriilen Balkan
Endemik Nefropatisi (kronik bobrek hastalig) ile iliskili OTA’nin, bu iilkelerde
incelenen tahil 6rneklerinde (n = 765) OTA kontaminasyon siklig1 %3,1 olarak
bulunmus ve OTA konsantrasyonu 11.8 pg/kg’a ulasan seviyelerde tespit
edilmistir. Yugoslavya’da yapilan ¢alismada misir 6rneklerinde (n = 191) OTA
igeren pozitif orneklerin sayist %26 ortalama konsantrasyonu 0.49 pg/kg iken
bazi oOrneklerde toksin konsantrasyonunun 5.1 pg/kg'a ulastigr bildirilmistir

(Tunail, 2000).

Karag6zli ve Karapinar (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada bugday, misir,
misir unu, yulaf gevregi, yulaf ezmesi ve miisli iceren toplam 100 gida
orneginde OTA taramasi yapilmis ve fungal yiikleri belirlenmistir Incelenen
orneklerin 4 tanesinde; 1 adet asurelik bugday (0.27 pg/kg), 2 adet misir (1.79
ug’kg ve 9.84 pug/kg) ve 1 adet yulaf ezmesi (4.19 pg/kg) farkli

konsantrasyonlarda OTA ile kontamine oldugu tespit edilmistir.

Puntari¢ ve ark. (2001)’nin Slovakya’da tahillarda yaptiklar1 ¢calismalarinda 92
tane bugday orneklerinin %75,8’inde 0,02—-160 pg/kg miktarlar1 arasinda ve 51
tane misir Orneginin %33,3’linde 0,02—40 pg/kg seviyelerinde OTA tespit

etmislerdir.

Cengiz ve ark. (2007)’nin Bursa'daki cesitli market, firin ve Tirk Silahli
Kuvvetleri’nin farkli birliklerinden alinan 58 un numunesi (34 bugday, 14 tam
bugday, 10 misir) OTA agisindan incelenmistir. Bugday unu, tam bugday unu
ve misir unu numunelerinde belirlenen ortalama OTA miktarlar1 sirasiyla 6,89,

9,3 ve 6,39 pg/kg’dir.

Ozturan ve ark. (2007)’nin Erzurum yéresinde tiiketilen bugday unlariin OTA
igerigi acisindan incelendigi caligmalarinda 50 o6rnegin 45'inde (%90) OTA
bulunmustur. Okratoksin A igerigi pozitif drneklerin 5 tanesinde 0,625-3 ng/kg
degerleri arasindadir. Bu degerler Tiirk Gida Kodeksi'ne gore kabul edilebilir
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sinirlarin (3 pg/kg) altinda oldugu belirtilmistir. Pozitif 6rneklerin 6’sinda OTA
miktar1 yasal kabul edilebilir sinir 3 pg/kg'dan daha yiliksek oldugu tespit

edilmistir.

Seviktirk ve Goniilalan (2007) tarafindan Kayseri bolgesinde yapilan bir
calismada, farkli depolardan cesitli tahil {irlinlerinde (25 tane bugday unu, 25
tane piring ve 25 tane bulgur) OTA kontaminasyonunu arastirmislardir. Bugday
unu en yiiksek deger 1011,84 + 0,08 g/kg, en diisiik deger 14,66 + 0,09 g/kg ve
ortalama OTA degeri 360,93 g/kg olarak saptanmistir. Piring numunelerinde en
yiksek ve en diislik degerler sirasiyla 381,93 + 0,08 g/kg ile 153,76 = 0,06 g/kg
olup, ortalama 241,07 g/kg olarak bulunmustur. Bulgur numunelerinde ise en
yiksek OTA degeri 548,80 + 0,06 g/kg, en diisiik 158,53 + 0,07 g/kg ve
ortalama 384,10 g/kg olarak tespit edilmistir. incelenen numunelerde OTA

seviyesinin 145,66-1011,84 g/kg arasinda oldugu belirlenmistir.

Baydar ve ark. (2005)’nin Ankara’da yapilan ¢aligsmalarinda tiiketime sunulan
25 adet tahil oOrneklerinde (tohum, baklagiller, tahil unu ve nisasta) OTA
varligini arastirmislardir. Orneklerin sadece 3’iinde 3,45, 3,69 ve 4.07 ng/kg

miktarlarinda OTA bulundugunu tespit etmislerdir.

Ispanya'da yapilan bir ¢calismalarinda misir, bugday, piring ve arpa drneklerinde
sirasiyla %4,7 (ortalama 0,1), %64,2 (ortalama 0,43 pg/kg), %87,5 (ortalama
0,16 ug/kg) ve %57,7 (ortalama 0,1 pg/kg) OTA belirlenmistir. Ispanya'da
yapilan bir bagka calismada bugday ve yulaf ornekleri incelemislerdir. Bugday
orneklerinin %29,72'sinde (ortalama 1,1 pg/kg) ve yulaf 6rneklerinin %20’sinde

(ortalama 0,3 pg/kg) OTA tespit edilmistir (Vidal ve ark., 2013).

Adana’da siipermarketler ve kiicliik diikkanlardan satin alinan 24 kahvaltilik
gevrek, 24 tahil bazli bebek mamasi ve 35 bira dahil olmak {izere, 83 tane tahil
bazli oOrneklerin, immiinoaffinite kolonu (IAC) kullanilarak HPLC-FD
yontemiyle OTA varligi arastirilmistir. OTA miktarlar1 kahvaltilik gevreklerinin
%38'inde (0,172-1,84 ng/ml), tahil bazli bebek mamalarinin %17'sinde (0,122-
0,374 ng/ml) ve bira Orneklerinin %14%nde (0,012-0,045 ng/ml) tespit
edilmistir. Incelenen tiim tahil bazli iiriinlerde Avrupa Komisyonu Tiiziigii
tarafindan Onerilen sinirdan daha diisiik konsantrasyonlarda OTA igerdigini

belirtmislerdir (Ozden ve ark., 2012).
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Cin'in Jiangsu eyaletinin baskenti Nanjing'de 65 tane tahil 6rnegi arastirilmistir.
Okratoksin A kontaminasyonu acisindan pozitif drneklerin ulastiklart miktarlar
sirastyla; bugdayda 4,248 ng/g, misirda 7,3660 ng/g, piringte 3,382 ng/g’dur.
Kontaminasyon sikliklar1 sirasiyla  %36,36, %26,08 ve %15,0 olarak
bulunmustur (Zhang ve ark., 2011).

Ispanya ve Portekiz’den temin edilen 83 tane organik ve organik olmayan tahil
trlinleri (piring, bugday, arpa, c¢avdar, yulaf ve misir) OTA varlig1 agisindan
incelenmistir. Orneklerin %22’sinde (n=18) konsantrasyonlar1 0,2 ile 27,10
ng/kg arasinda degisen OTA igerdigi saptanmistir. Kontamine olmus orneklerin
%72’s1 organik tahil ve %28’1 organik olmayan tahil 6rnekleridir (Juan ve ark.,

2008).

Hindistan’da 50 bugday 6rnegi OTA acisindan arastirilmistir. Orneklerin 29°u
(%58) 1,36 ile 21,17 pg/kg arasinda degisen miktarlarda OTA ile kontamine
oldugu tespit edilmistir. Orneklerin 13 tanesi (%26) Avrupa Birligi tarafindan
belirlenen sinir1 (5 pg/kg) astigi belirlenmistir (Kumar ve ark., 2012).

Iran’da yapilan ¢alismada 25 farkli un fabrikasindan yaz ve kis mevsimlerinde
temin edilen toplam 200 tane bugday unu o6rnegi aflatoksin kontaminasyonu
agisindan arastirilmistir. Kis mevsiminde temin edilen 100 tane un Orneginde
ortalama 0,99 ng/g, yaz mevsiminde temin edilen 100 un 6rneginde ortalama
0,82 ng/g toplam aflatoksin igerdigi tespit edilmistir. Un 6rneklerindeki toplam
aflatoksin seviyesi Iran Standartlar1 Enstitiisii tarafindan belirlenen sinirdan

daha diisiik seviyede bulunmustur. (Taheri ve ark., 2012).

Fas’da yapilan bir arastirmada 80 tane durum bugdayr DON ve ZEA agisindan
incelenmistir. Calisjmada 80 Ornegin 4’tinde 121- 1480 pg/kg arasindaki
seviyelerde DON kontaminasyonu tespit edilmistir. Tiim kontamine numuneler
Avrupa Birligi tarafindan belirlenen maksimum sinirin altindadir. Zearalenon

tayin sinirlarinin iizerinde tespit edilememistir (Blesa ve ark., 2014).

Italya’da yapilan bir arastirmada 2006-2007 yillarinda misir drneklerinde
aflatoksin, DON ve ZEA agisindan incelenmistir. Caligmada 2006 yilindaki
incelenen toplam 47 &rnegin tiimiinde aflatoksine rastlanmamstir. Orneklerin
timiinde 197-3980 pg/kg diizeyleri arasinda DON saptanmustir. Orneklerin
%30’unda 83 ng/kg’a ulasan diizeylerde ZEA saptanmistir. Arastirmanin 2007
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yilinda incelenen toplam 36 tane misir 6rneginin tiimiinde 820 pg/kg’a ulasan
miktarlarda aflatoksin tespit edilmistir. Orneklerin %89 unda 14 pg/kg’a ulasan
seviyelerde DON miktar1 belirlenmistir. Orneklerin tiimiinde 3-27 pg/kg
arasinda degisen seviyelerde ZEA igerdigi bulunmustur. (Covarelli ve ark.,

2011).

Ispanya’nin kuzey bolgesi Navarra’da yapilan bir calismada 2007-2008
hasatlarindan toplanan 123 arpa 6rnegi aflatoksin, OTA ve ZEA mikotoksinleri
agisindan incelenmistir. Orneklerin tiimiinde aflatoksine rastlanmistir. Toplam
aflatoksin 0,75 pg/kg’a ulasan diizeylerde tespit edilmistir. Orneklerin %58’inde
maksimum 3,53 pg/kg’a ulasan diizeyde OTA tespit edilmistir. Arpa 6rneklerin
%39’unda maksimum 18,53 pg/kg’a ulasan seviyelerde ZEA kontaminasyonu

belirlenmistir. (Ibanez-Vea ve ark., 2012)

Ispanya’nin  farkli bolgelerinde bulunan siipermarketler, magazalar ve
perakendeciler dahil olmak iizere ¢esitli markalarda temin edilen 182 tane tahil
bazli ve glutensiz iriinler DON ve ZEA mikotoksinleri yoniinden analiz
edilmistir. Bugday bazli 119 tane iiriin incelenmistir. Orneklerin %79,8’inde
DON kontaminasyonuna rastlanmis ve maksimum 83,2 pg/kg’a ulasan
diizeylerde Olgiilmistiir. Bugday bazili oOrneklerde ZEA varhigi tespit
edilememistir. Incelenen 23 tane piring bazli érneklerin %13’iinde DON tespit
edilmis ve maksimum 5,5 pg/kg’a ulasan diizeyde Olgiilmiistiir. Orneklerin
hi¢cbirinde ZEA varlig1 tespit edilememistir. Arastirmada misir bazli 17 drnek
analiz edilmistir. Orneklerin %29,4’iinde maksimum 22,1 pg/kg’a ulasan
miktarlarda DON bulunmustur. Misir 6rneklerinde ZEA diizeyi tespit limitlerin
altinda (<LOQ) olarak bulunmustur. Calismada spelt bazli 8 Ornek
incelenmistir. Orneklerin %62,5’1 maksimum 56,8 pg/kg’a ulasan miktarlarda
DON kontaminasyonuna rastlanmistir. Spelt bazli O6rneklerin  %25’inde
maksimum 17,7 pg/kg’a ulasan miktarlarda ZEA bulunmustur. Arastirmada
yulaf bazli 8 6rnek incelenmistir ve orneklerin hi¢cbirinde DON ve ZEA tespit
edilememistir. Calismada soya bazli 4 6rnek analiz edilmistir. Orneklerin %25’
maksimum 34,8 pg/kg’a ulasan miktarlarda DON’a rastlanmistir ve 6rneklerin
higbirinde ZEA varlig1 tespit edilememistir. Arastirmada topyoka bazli 3 6rnek

incelenmistir. Orneklerin %33,3’li maksimum 18,3 pg/kg’a ulasan seviyelerde
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DON bulunmustur ve Orneklerin higbirinde ZEA varlig1 tespit edilememistir.

(Rodriguez-Carrasco ve ark., 2014).

Litvanya’nin merkezi bdlgelerinde ticari alanlardan 2006-2007 donemi hasat
zamanlarinda kislik ve baharlik toplam 125 tane bugday, arpa ve c¢avdar
numuneleri ELISA metodu ile DON ve ZEA mikotoksinleri yoniinden
incelenmistir. Arastirmada 2006 yilindaki kislik toplam 32 6rnekte (tespit sinir
degeri-(100 pg/kg) 223 pg/kg, baharlik 32 6rnekte 100-231 pg/kg arasi, 2007
kislik 28 Ornekte 146,3-171,3 pg/kg arasi, 2007 baharlik 33 6rnekte 138-445
ng/kg arasi diizeylerde DON varlig1 tespit edilmistir. Calismada 2006 kislik 32
ornekte (tespit sinir degeri-10 pg/kg) 28,1 pg/kg, 2006 baharlik 32 6rnekte 10-
45,8 ng/kg arasi, 2007 kislik 28 drnekte 17,8-24,5 pg/kg arasi, 2007 baharlik 33
ornekte 20-26,3 ng/kg arasi miktarlarda ZEA saptanmistir (Mankeviciené ve
ark., 2011).

Romanya’nin giineyindeki 4 farkli bélgeden 2014 hasat mevsimi boyunca 31
tane biitlin islenmemis bugday ve 35 tane beyaz bugday unu dahil olmak iizere
toplam 66 tane bugday o6rnekleri DON ve ZEA varligini arastirmak amaciyla
analiz edilmistir. Aragtirmada 31 bugday oOrneginin 8’inde 110-1787 pg/kg
DON, 4’iinde 327-1135 pg/kg diizeyleri arasinda ZEA saptanmistir. Calismada
35 bugday unu Orneklerinin 1’inde 190 pg/kg DON, 2’sinde 51-73 pg/kg
miktarlarinda ZEA tespit edilmistir (Stanciu ve ark., 2017).

Mikotoksin varligina genel bir bakis saglamak amaciyla italya’da bulunan
marketlerden temin edilen 27 durum bugdayir makarnasi ve 2 bebek mamasi
olmak iizere toplam 29 &rnek incelenmistir. Orneklerin tamaminda 20,89-
247,27 pg/kg diizeyleri arasinda DON, orneklerin %93,3’linde 16,84-19,94
ug/kg seviyeleri arasinda ZEA tespit edilmistir. Incelenen 6rneklerin tiimiinde

AFLABI1 ve OTA’ya rastlanmamistir (Tolosa ve ark., 2017).

Tahil depolarindaki mikotoksin varligini degerlendirmek amaciyla Iran’da 34
bugday Ornegi incelenmistir. Orneklerin 4’iinde AFLABI1 2,1-32,3 pg/kg,
AFLAB2 bir ornekte 1,8 pg/kg, AFLAG2 5 o6rnekte 0,2-1,1 pg/kg miktarlarinda
tespit edilmistir. Orneklerin higbirinde AFLAG1’e rastlanmamustir. Incelenen

orneklerin 3’iinde 1,9-41,5 pg/kg arast miktarlarda OTA, 8’inde 1,2-1746,5
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ug/kg seviyeleri arasinda DON, 5’inde 0,7-64,8 npg/kg diizeylerinde ZEA

rastlanmistir (Sadhasivam ve ark., 2017).

Ontario ¢iftliklerinde 2008-2009 yillar1 arasinda toplanan 100 tane tahil
numunesi (25 kislik bugday, 15 baharlik bugday, 15 misir, 10 yulaf, 20 arpa, 15
cavdar) mikotoksin (DON ve ZEA) kontaminasyonu acgisindan incelenmistir.
Arastimada 25 tane kislik bugdayin hepsinde 1,044-982 ng/g aras1 miktarlarda
DON, 8 tanesinde 25-145 ng/g seviyeleri arasinda ZEA tespit edilmistir.
Incelenen 15 baharlik bugdayin hepsinde 1,207-122 ng/g diizeyleri arasinda
DON, 10 tanesinde 38-293 ng/g miktarlar1 arasinda ZEA bulunmustur.
Calismada incelen misir Orneklerinin 14’iinde 1,041-989 ng/g arasinda
miktarlarda DON, 9’unda 61-783 ng/g seviyeleri arasinda ZEA saptanmistir.
Arastrmada analiz edilen yulaf 6rneklerin 6’sinda 22-71 ng/g arasinda DON
tespit edilmis olup Orneklerin hig¢birinde ZEA rastlanmamistir. Calismada
incelenen arpa Orneklerin tiimiinde 1,071-973 ng/g diizeylerinde DON tespit
edilmis olup Orneklerin hic¢birinde ZEA rastlanmamistir. Cavdar Orneklerin
hepsinde 87-500 ng/g seviyeleri arasinda DON, 5 tanesinde 25-39 ng/g
miktarlar1 arasinda ZEA saptanmistir (Martos ve ark, 2010).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Un ve kepek orneklerinin temini

Muhtemel mikotoksijenik kiif yoniinden incelemek amaciyla ¢esitli un ve kepek
ornekleri 2015 yilinin Agustos, Eyliil, Ekim, Kasim aylarinda Istanbul ilindeki
farkli firin ve marketlerden tedarik edilmistir. Calismada birer kg’lik steril
ambalajlarda temin edilen 6rnekler (25 tam bugday unu, 29 bugday unu, 30 ¢avdar

unu ve 28 kepek) 7 giin i¢inde analize alinmis ve bu siiregte +4 °C’de saklanmistir.

Cizelge 3.1: Orneklerin Istanbul ilindeki dagilimi

Istanbul fice Ornek

Avrupa Bahgelievler, Bakirkdy, Bagcilar, 85
Avecilar, Sirinevler, Fatih, Kagithane,
Beyoglu, Sisli
Anadolu Kadikdy, Atasehir, Umraniye 27

3.1.2 Alet-ekipmanlar
e Genel laboratuvar alet ve malzemeleri
e Su Banyosu (Membert 22 LT/ Bavyera/Giiney Almanya)
e Saf Su Cihaz (Sartorius stedim biotech arium pro UV/Almanya)
e Otoklav (Hiclave HV-50L/Japonya)
e Inkiibatér (Binder BD260/Almanya)
e Terazi (AND GF-6100/Japonya)
e LC-MS/MS (Agilent 6460 QQQ/ABD)
e Stomacher (Aes Chemunex/ABD)

e Tiip karistiric1 (Vortex Mixer Stuart SA8/Cin)
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e Ultraviole transilluminatdr (Essential V6/Uvitec/Ingiltere)
e Otomatik Pipet
e Enjektor

e Enjektor filtresi (0,45 pm)

3.1.3 Analizlerde kullanilan besiyeri, ¢cozelti ve kimyasallar
e Safsu
e Ultrasaf su
e NaCl (Merck 1.06404.1000/Almanya)
e Glycerol (Merck 1.04091.0500/Almanya)
e YGC (Merck 1.16000.0500/Almanya)
e MEA (Merck 1.05398/Almanya)
e Tris-acetate-EDTA (TAE) (Sigma-Aldrich T9650/Almanya)
e Saf AFLABI1 Standardi (Sigma-Aldrich 1162-65-8/Almanya)
e Saf AFLAB2 Standardi (Sigma-Aldrich 7220-81-7/Almanya)
e Saf AFLAGI Standardi (Sigma-Aldrich 1165-39-5/Almanya)
e Saf AFLAG2 Standardi (Sigma-Aldrich 7241-98-7/Almanya)
e Saf OTA Standardi (Sigma-Aldrich 303-47-9/Almanya)
e Saf DON Standardi (Sigma-Aldrich 51481-10-8/Almanya)
e Saf ZEA Standardi (Sigma-Aldrich 17924-92-4/Almanya)
e Asectonitril (Sigma-Aldrich 21004 75-05-8/Almanya)
e Metanol (Merck 1098229 67-561/Almanya)
e Amonyum format (Sigma-Aldrich 516961 540-69-2/Almanya)
e Formik asit (Sigma-Aldrich 69507664-18-6/Almanya)

e Asetik asit (Sigma-Aldrich 695092 64-19-7/Almanya)
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3.2 Yontem

3.2.1 Orneklerde kiif ve maya sayimi

Orneklerden 10 g alinarak aseptik kosullar altinda 90 ml steril peptonlu (ISO LAB
204) su ic¢ine aktarilmistir. Homojenizasyon i¢in stomocher (Aes Chemunex)’da 2
dakika kadar orta hizda tutulmustur. Homojenizasyon isleminden sonra iglerinde
9’ar ml steril peptonlu su bulunan tiiplere seri halinde 1 ml érnek eklenerek 107
basamagina kadar seyreltmeler hazirlanmistir. Steril kabinde seyreltmelerden ¢ift
paralel olacak sekilde icinde Yeast Glucose Chloramphenicol (YGC) besiyeri
bulunan petri kutularina yayma ekim yapilmistir. Ekimi yapilan petriler 25 °C’de 5
giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonra petride olusan kolonilerin sayimi1

yapilmistir (ISO 7954, 1987; Midura ve Bryant, 2001).

3.2.2 Orneklerden Kiiflerin izolasyonu

YGC ortaminda gelisen kiif kolonilerinden MEA (Malt Ekstrakt Agar) besiyeri
bulunan petrilere pasaj yapilmistir. 25°C’de 5—7 giin inkiibasyondan sonra gelisen

kolonilerin morfolojik 6zellikleri tespit edilmistir (Samson ve ark., 2004).

3.2.3 Kiiltiirlerin muhafazasi

[zolasyonu gergeklesen kiiltiirlerin makroskobik ve mikroskobik olarak incelemek
ve cins diizeyinde tanimlanmak amaciyla 4°C’de muhafaza edilmistir (Samson ve

ark., 2004).

3.2.4 izole edilen kiiflerin klasik teknikler ile tanimlanmasi

Kiif izolatlarinin cins diizeyindeki identifikasyonu i¢cin MEA ortamina {i¢ nokta
halinde inokiile edilmis ve 25 °C’de bes gilin inkiibe edilmistir. Kiif izolatlarin
makroskobik olarak Canon D700 (18-55 mm mercek) fotograf makinasi ile
resimlenerek, koloni yapisi, ¢api, alttan, iistten rengi, sporlanma, eksuda ve pigment
olusumu dikkate alinarak tanimlama yapilmistir. Inkiibasyon sonunda her 6rnek
laktofenol blue ortaminda preparat hazirlanmistir. Isik mikroskobunda incelenmistir.
Isik mikroskobu ile incelenen izolatlarin (Sekil 3.1), Olympus DP21 djjital kamera ile
goriintlisii  alinarak konidi, konidioforlarin sekli, uzunlugu, genisligi, renkleri,
konidilerinin ¢ikis sekli dikkate alinarak tanimlama yapilmistir (Barnett ve Hunter

1998; Hasenekoglu, 1991; Pitt, 2000; Klich, 2002; Samson ve ark., 2010).

29



d) Penicillium expansum

Sekil 3.1: Incelenen izolatlarn MEA ortamida makroskobik ve mikroskobik
goriintileri
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3.2.5 izole edilen Kiiltiirlerin molekiiler teknikler ile tammlanmasi

Kiif tiirlerinin  klasik yoOntemlerle tanimlanmasinda farkli besiyerlerinin
kullanilmasi, morfolojik ve fenotip calismalarinin uzun zaman almasi, bu
calismalarda ileri uzmanlik deneyimi gerektirmesi sebebiyle nitelikli eleman
ihtiyac1 ve isgiicii kaybini da birlikte getirmektedir. Bu sebeple son zamanlarda
Deoksiriboniikleik asidi (DNA)’nin ilgili gen bdlgelerini hedef alan PZR’a dayali
yontemler daha ¢ok tercih edilen bir alternatif olmaktadir (Samson ve Varga,

2007).

Klasik yontemle identifikasyonu tamamlanan izolatlarin kesinlestirilmesi
amaciyla, molekiiler yontemle izolatlarin genomik DNA’lar1 izole edilerek, PZR
ile genomik DNA’nin korunmus bdlgesi olan yaklasik 500-600 baz cifti arasinda
olan evrensel ITS bolgeleri ¢ogaltilmistir. ITS (Cizelge 3.1) primerlerinin iiretimi
icin Sentromer DNA Teknolojileri Firmasindan hizmet alimi1 yapilmistir. ITS1 ve
ITS4’{in ribozomal DNA {izerindeki goriintiisii Sekil 3.2°de verilmistir.

i 3/

f 18S ITS1 5.8S 1TS2 28S 9

i —_— f
I'rs4

Sekil 3.2: Calismada kullanilan ITS1 ve ITS4 primerlerinin ribozomal DNA iizerindeki
sematik goriintiisii

Kaynak: Edwards ve ark., 2002

Okratoksin A iiretme potansiyeli olan Aspergillus ve Pencillium cinsleri i¢in
okratoksin A Tlreten korunmus gen bdlgeleri i¢in dizayn edilen AoLC35-
12L/AoLC35-12R  primerlerin (Cizelge 3.1) {iretimi i¢in Sentromer DNA

Teknolojileri Firmasindan hizmet alim1 yapilmistir.

Cizelge 3.2: Calismada kullanilan primerler

Primer Ad1 Primer dizisi (5’-3’) Baz Baglanma Kaynak
sayist _ sicakhigi °C

ITS 1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 19 61.0 White ve ark., 1990
ITS 4 TCCTCCGCTTATTGATAT 20 553 White ve ark., 1990

GC
AoLC35- GCCAGACCATCGACACTGC 25 68 Dao ve ark., 2005
12L ATGCTC
AoLC35- CGACTGGCGTTCCAGTACC 26 70 Dao ve ark., 2005
12R ATGAGCC
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3.2.5.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu parcalama tamponu kullanilarak uygulanmistir. Stok izolatlar
MEA ortamina {i¢ nokta yontemi ile inokiile edilerek 25 °C’de 7 giin boyunca
inkube edilmistir. Hiicre peleti lizerine 500 ml lizis bufer (400 mM Tris EDTA pH:
8,0 60 mM EDTA pH:8,0 150 mM NACI %1 sodyumdode siilfat) ilave edilerek
65°C 10 dk su banyosunda bekletilmistir. 150 ul potasyum asetat (pH:4,8 60 pl 5
M potasyum asetat, 11,5 ml glasial asetik asit, 28,5 ml distile su) ilave edilmistir.
12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant1 yeni bir tiipe gecirilerek
esit hacimde izopropanol eklenmistir. 10000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.
300 pul %70’lik etanol ile prespitasyon yapilmistir. Siipernatant bosaltilarak etanolii
havada ugurulmustur. Pellet 25 pl 1X Tris EDTA ile ¢oziilmiistiir. DNA 6rnekleri -
20 °C’de muhafaza edilmistir (Liu ve ark., 1997).

3.2.5.2 Polimer zincir reaksiyonu amplikasyon protokolii

Kiif izolatlarin 18 S ve 28 S rDNA (ribozamal DNA) bolgesini ¢ogaltmak amaciyla
dizayn edilmis ITS1-5.8S-1TS4 primerleri kullanilarak yaklasik 600 baz ¢ifti (bp)
biiyiikliigiinde DNA bolgesi (Cizelge 3.2) ¢ogaltilmistir.

Okratoksijenik kiiflerin poliketid sentaz gen bdlgesini ¢ogaltmak amaciyla dizayn
edilmis AoLC35-12L/AoLC35-12R primerleri kullanilarak yaklasik 600 baz ¢ifti
biliylikliigiinde mikotoksin biyosentezinde yer alan yapisal ve diizenleyici gen

bolgesi (Cizelge 3.3) cogaltilmistir.

Cizelge 3.3: ITS1/ITS4 primerleri i¢in reaksiyon kosullar1

Sicakhik Siire Tekrar sayisi
95°C 3 dakika -
95°C 1 dakika 35
58 °C 1 dakika 35
72 °C 80 saniye 35
72 °C 10 dakika -
4°C o -

Kaynak: Samson ve ark., 2010
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Cizelge 3.4: AoLC35-12L/AoLC35-12R primerleri i¢in reaksiyon kosullar

Sicakhik Siire Tekrar sayisi
95°C 5 dakika -
95°C 20 saniye 35
55°C 30 saniye 35
72 °C 45 saniye 35
72 °C 5 dakika -
4°C o0 -

Kaynak: Dao ve ark., 2005

Cizelge 3.5: Calismada kullanilan PZR igerikleri

Icerik Konsantrasyon  Son konsantrasyon Almman Miktar
10x Buffer (KCI) 10x 1x 2 ul

MgClI, 25 mM 1.2mM 1.5 ul

dNTP mix 2 mM (herbiri) 0.06 mM 0,6 ul
Primer-F 10 uM 0.25 uM 0.5 ul
Primer-R 10 uM 0.25 uM 0.5 pl

Taq Polimeraz 50U/ ul 25U 0.5 pl

Kalip DNA - - I ul

dH,O - - 13.4 ul
Toplam hacim - - 20 pl

3.2.5.3 Agaroz jel elektroforezi

1 gr agaroz iizerine 100 ml 1XTAE tamponu ilave edilmistir. Karisim mikrodalga

firininda iyice ¢oziiniinceye kadar kaynatilmistir. 50°C° ye sogutulan agaroz jel

kasete dokiilerek tarak yerlestirilmistir. 15-20 dakika beklenerek jelin donmasi

saglanmistir. Donan jelden taraklar dikkatlice ¢ikarilarak ve igerisinde 1XTAE

bulunan elektroforez tankin igine yerlestirilmistir. Jeldeki ilk gukura DNA marker

yiklenmistir. Diger ¢ukurlara her bir 6rnek i¢in 2 pul 5X yilikleme tamponu ve 5 pl

genomik DNA iiriinli karistirilarak yiiklenmistir. Elektroforez diizenegi 110 volta
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ayarlanarak o6rnekler 60 dakika yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme isleminden sonra jel 500
ml distile su 19 pl etidium bromiir igeren soliisyonda 20 dakika bekletilmistir. Jel

ultraviyole transilluminatorde incelenmistir.
3.2.6 Mikotoksinlerin LC-MS/MS ile belirlenmesi

3.2.6.1 Standart toksinlerin konsantrasyonlarimin hazirlanmasi

Saf standartlardan asetonitril-su (50:50) karistmini kullanarak Cizelge 3.5’de
verilen konsantrasyonlarda (ppb) standart c¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu standart
cOzeltiler daha sonra matris etkili kalibrasyon standartlarin1 (Cizelge 3.6 ve 3.7)

olusturmak i¢in kullanilmistir.

Cizelge 3.6: Stok konsantrasyonlar (ppb)

Stok No AFLAB1 AFLAB2 AFLAG1 AFLAG2 OTA DON ZEA
1 20 20 20 20 20 2000 200
2 10 10 10 10 10 1000 100
3 5 5 5 5 5 500 50

4 1 1 1 1 1 100 10

3.2.6.2 Matris etkili kalibrasyon

Homojen edilmis blank (bos) numuneden 25 gr tartilmistir. Uzerine 50 ml
ekstraksiyon (%80 metanol+ %20 asetikasit) cozeltisi eklenerek ve 30 dakika
karistirilmistir. Karisim 10 dakika santrifiij edildikten sonra berrak sivi 0,45 pm
enjektor filtresinden gegirilmistir. Filtre edilmis berrak sivi 1/1 oraninda seyreltme
sivist (%20 metanol + %2 asetikasit) ile seyreltilmistir. Mikotoksin kalintist
icermeyen Ornekden (blank) elde edilen oOrnek ekstrakti igerisine belirlenen
konsantrasyonlarda standart karisim ilave edilerek cihaza 10 pl enjeksiyon

yapilmistir (AOAC, 2005; European Commission, 2006).
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Cizelge 3.7: Matris etkili kalibrasyon hacimleri (ul)

Seviye Stok 4 Stok3 Stok2 Stok1 Blank Asetonitril/su  Son
(nb) (unl) (nb) (unl) Matris (nb) Hacim

(ud) (ul)

1 50 - - - 900 50 1000

2 - 25 - - 900 75 1000

3 - - 25 - 900 75 1000

4 - - 50 - 900 50 1000

5 - - - 75 900 25 1000

6 - - - 50 900 50 1000

Cizelge 3.8: Matris etkili kalibrasyon konsantrasyonlar1 (ppb)

Analit Seviye 1  Seviye2 Seviye3 Seviye4 SeviyeS Seviye 6

AFLABI 0,05 0,125 0,25 0,5 0,75 1

AFLAB2 0,05 0,125 0,25 0,5 0,75 1

AFLAGI1 0,05 0,125 0,25 0,5 0,75 1

AFLAG2 0,05 0,125 0,25 0,5 0,75 1

OTA 0,05 0,125 0,25 0,5 0,75 1

DON 5 12,5 25 50 75 100

ZEA 0,5 1,25 2,5 5 7,5 10

3.2.6.3 Dogrulama parametreleri

Coklu mikotoksin analitik yontemi bos numune kullanilarak yontem valide

edilmistir. Degerlendirilen dogrulama parametreleri dogrusallik, geri kazanim,

tespit limiti (LOD), tayin limiti (LOQ), tekrarlana bilirlik (glin i¢i hassasiyet;

RSDr), tekrar iretilebilirliktir (giin i¢i hassasiyet; RSDR). Geri kazanim, her

seviye i¢in farkli giinlerde 6 kez tekrarlanarak farkli seviyelerdeki blank numunede

gerceklestirilmigtir.

LC-MS/MS cihazinda 0,05-100 ppb arasinda,

konsantrasyonda matriks etkili kalibrasyon grafikleri olusturulmustur.
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3.2.6.4 LC-MS/MS parametreleri

Mikotoksin analizleri Agilent 6460 QQQ LC/MS/MS model cihazinda yapilmistir.
LC-MS/MS parametreleri asagida siralanmistir;

e Hareketli Faz A: Metanol, %0,1°lik formikasit, 2 Mm amonyum format
e Hareketli Faz B: Su, %0,1°lik formikasit,2 Mm amonyum format
e Kolon: Shim-pack XR-ODS II 3,0 mm I[.D. x 75 mm

e Enjeksiyon hacmi: 10 pl

e Akis: 0,5 ml/dk.

e Kolon firini: 45 °C

e lIyonizasyon modu: ESI

e Polarite: Positif ve negatif

e Gaz sicakligi: 300 °C

e Gazakisi: 11 lI/dk

e Nubulizasyon Basinci: 40 psi

e Sheath Gas Temperature: 400 °C

e Sheath Gas Flow:11 1/min

e Kapiler (Positif): 3000 V

e Kapiler (Negatif): 3500 V

e Calisma modu: MRM

Cizelge 3.9: Hareketli faz

Siire (dk) Hareketli Faz A Hareketli Faz B Akis (ml/dk)
(%) (%)
0.0 15 85 0.5
1.5 20 80 0.5
5.5 20 80 0.5
6.5 80 20 0.5
6.51 98 2 0.5
9.9 20 80 0.5
10 20 80 0.5
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Cizelge 3.10: Gradient parametreleri

Siire (dk) Modiil Ortak Deger
1 1,5 Pompa Pompa B Kontrolor 85
2 5,5 Pompa Pompa B Kontrolor 80
3 6,5 Pompa Pompa B Kontrolor 80
4 6,51 Pompa Pompa B Kontrolor 20
5 9,9 Kontrolor Durum 2
6 10 Kontrol6r Dur

Cizelge 3.11: Kiitle parametreleri

Bilesik Ad1  Oncii Iyon Uriin Iyon Fragman voltaji Patlama enerjisi Pol

OTA 404 358 100 10 Pos
OTA 404 239 100 20 Pos
DON 355.1 294.9 80 0 Neg
DON 355.1 59.1 80 6 Neg
DON 355.1 264.9 80 6 Neg
AFLAG2 331 312.9 120 24 Pos
AFLAG2 331 245 120 30 Pos
AFLAGI1 329 242.9 120 26 Pos
AFLAGI1 329 200 120 38 Pos
ZEA 317 174.9 130 12 Neg
ZEA 317 130.9 130 20 Neg
AFLAB2 315 287 140 24 Pos
AFLAB2 315 258.9 140 30 Pos
AFLABI 313 285 130 22 Pos
AFLABI 313 240.9 130 38 Pos
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3.2.6.5 Ornek hazirlama

Homojen edilmis numuneden 25 gr tartilmistir. Uzerine 50 ml ekstraksiyon (%80
metanol+ %20 asetikasit) ¢ozeltisi eklenerek ve 30 dakika karigtirilmistir. Karigim
10 dakika santrifiij edildikten sonra berrak sivi 0,45 pm enjektor filtresinden
gecirilmigtir. Filtre edilmis berrak sivi 1/1 oraninda seyreltme sivisi (%20 metanol
+ %?2 asetikasit) ile seyreltilmis ve cihaza 10 pl enjeksiyon edilmistir (European
Commission, 2006). Toksinlerin alikonma siirelerine goére elde edilen
kromatogramlar bir arada degerlendirilerek kalitatif ve kantitatif analiz

gercgeklestirilmistir ve pikin kimligi teshis edilmistir (Anonim, 2006).
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4. BULGULAR

4.1 Orneklerde kiif ve maya sayim

Incelenen tam bugday ununda 1x10'-4,2x103 kob/g, bugday ununda 3x10'-8,7x103
kob/g, cavdar ununda 1,3x10°-4,3x10* kob/g, kepekte 5x10'-6x10* kob/g arasinda
kiif ve maya saptanmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1: Orneklerdeki kiif ve maya sayilar1 (kob/g)

Ornek Ornek sayis1 En az En ¢ok Ortalama
Tam bugday unu 25 1x10! 4,2x103 8,75x107?
Bugday unu 29 3x10! 8,7x10° 1,03x10°
Cavdar unu 30 1,3x10? 4,3x103 1,11x103
Kepek 28 5x10! 6x10°3 1,25x103
Toplam 112 1x10? 8,7x103 1,06x10°3

4.2 incelenen izolatlarin Kklasik teknikler ile tammlanmasi

Incelenen Orneklerde toplam 174 izolat elde edilmistir. Elde edilen izolatlarin
klasik teknikler ile incelenmesi sonucu 22 farkli kiif ve maya cinsi belirlenmistir.

Izolatlarin cins diizeyinde dagilimi Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2: Tahil unu ve kepek orneklerinden izole edilen funguslarin cins
diizeyinde dagilim1 (adet)

Cins Tam bugday Bugday Cavdar Kepek Toplam
unu unu unu
Absidia 1 2 3
Acremonium 1 1
Alternaria 1 1 2
Aspergillus 15 8 11 6 40
Byssochlamys 1 1
Candida 2 1 3
Cladosporium 1 1 1 1 4
Cryptococcus 2 1 3
Fusarium 3 3 3 4 13
Geomyces 1 1
Hanseniaspora 1 1 2
Mucor 1 2 3
Neosartorya 2 2 1 5
Paecilomyces 1 1
Penicillium 14 16 20 10 60
Pichia 2 1 7
Rhizomucor 2 1 5
Rhizopus 2 2 2 8
Rhodotorula 3 3
Schizosaccharomyces 1 1 2
Syncephalastrum 1 4 5
Trichoderma 1

4.3 incelenen izolatlarin molekiiler teknikler ile tanimlanmasi

LC-MS/MS yontemiyle OTA diizeyleri tespit edilen 6rneklerden izole edilen ve
klasik yontemlerle teshis edilen Aspergillus ve Penicillium cinsine ait temsili 29
izolatlar molekiiler identifikasyonu yapilmak iizere secilmistir. PZR yontemine
dayali molekiiler verilerle onaylandiktan sonra gruplar (Cizelge 4.3)

tanimlanmistir.
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Cizelge 4.3: Orneklerde tespit edilen OTA diizeyleri ve drneklerden elde edilen
potansiyel okratoksijenik tiirler

Ornek No OTA Maksimum Limit Fungal Tiirler
(ng/kg) (ng/kg)
6 CU 0,24 3,0 Aspergillus ochraceus
14 CU 0,49 Penicillium verrucosum
15 TBU 0,35 Aspergillus ochraceus
16 CU 0,36 Penicillium verrucosum
18 CU 3,06 Aspergillus ochraceus
19 TBU 1,07 Aspergillus ochraceus
21 KPK 0,50 Aspergillus niger
22 KPK 27,64 Aspergillus niger
23 TBU 0,48 Aspergillus ochraceus
24 CU 0,45 Aspergillus niger
31 CU 0,24 Aspergillus carbonarious
36 KPK 0,09 Aspergillus ochraceus
39 TBU 1,30 Aspergillus niger
42 TBU 0,47 Penicillium verrucosum
45 BU TE Aspergillus niger
50 BU TE Aspergillus ochraceus
57 BU 0,18 Penicillium verrucosum
61 CU 0,24 Aspergillus ochraceus
71 KPK TE Penicillium verrucosum
72 BU TE Penicillium verrucosum
78 KPK 0,24 Penicillium verrucosum
85 BU 0,05 Aspergillus niger
88 BU 0,08 Penicillium verrucosum
102 CU 0,50 Penicillium verrucosum
103 KPK 0,16 Penicillium verrucosum
109 TBU 21,72 Penicillium verrucosum
110 KPK 0,43 Aspergillus niger
113 TBU 0,38 Penicillium verrucosum

TBU: Tam bugday unu; KPK: Kepek; CAV: Cavdar unu; BU: Bugday unu; TE: Tespit edilemedi
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4.3.1 Incelenen gen bélgelerinin polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifikasyonu

ITS primer ¢ifti kullanilarak 600 baz pair boyutunda PZR iiriini (Sekil 4.1)

amplifiye edilmistir.

1000

§888388

(B)

§88838¢8¢8

©

(D)
Sekil 4.1: ITS primerine ait saflastirilmis PZR {iriinii (M: 1 kb marker)

((A) Serit: 1:6, 2:14, 3:15, 4:16-1, 5:18-1, 6:19, 7:21, 8:22-2, 9:23-2, 10: pozitif

referans 1, 11: pozitif referans 2, 12: marker)



((B) Serit: 1:24-6, 2:31, 3:36, 4:39, 5:42, 6:45, 7: pozitif referans 1, 8: pozitif

referans 2, 9: negatif kontrol, 10: marker)

((C) Serit: 1: marker, 2:50-1, 3:57, 4:61, 5:71-2, 6:72-1, 7:72-2, 8:78, 9:85, 10:88,

11: pozitif referans 1, 12: pozitif referans 2)

((D) Serit: 1: marker, 2:103, 3:109, 4:110, 5:113-2, 6: pozitif referans 1, 7: pozitif

referans 2)

AoLC35-12L/AoLC35-12R primer ¢ifti kullanilarak 600 baz pair boyutunda PZR
tiriini (Sekil 4.2) amplifiye edilmistir.

1000

800
700

500

1000

(B)

Sekil 4.2: AoLC35-12L/AoLC35-12R primerine ait saflastirilmis PZR tiriinii (M: 1 kb
marker)

((A) Serit: 1: marker, 2:6, 3:14, 4:15, 5:16-1, 6:18-1, 7:19, 8:21, 9:22-2, 10:23-2,
11:24-6, 12:31, 13:36, 14:39, 15:42, 16:45, 17: pozitif referans 1, 18: pozitif

referans 2)

((B) Serit: 1: marker, 2:50-1, 3:57, 4:61, 5:71-2, 6:72-1, 7:72-2, 8:78, 9:85, 10:88,
11:102, 12:103, 13:109, 14:109, 15:110, 16:113-2, 17: pozitif referans 1, 18:

pozitif referans 2)
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4.3.2 PZR iiriinlerininin dizi analizi

Pozitif referans 1 ve 2 izolatlarinin ITS gen bdlgelerinin dizi analizleri
gerseklestirilmistir. Elde edilen dizi bilgileri Blast programiyla degerlendirilerek
pozitif referans izolatlarin NCBI gen bankasindaki benzerlik gdosterdigi tiirler

belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4: incelenen izolatlarin NCBI gen bankasindaki en yakin temsilcileri

izolat No Dizi analizi i¢in Elde edilen NCBI gen bankasindaki

secilen primer dizinin uzunlugu en yakin karsihg:

Pozitif ITS 637 %99 MH109325.1
referans 1 Aspergillus niger
Pozitif ITS 629 %100 MG675233.1
referans 2 Aspergillus niger

4.4 Orneklerdeki aflatoksin miktarimin LC-MS/MS ile belirlenmesi

4.4.1 Dogrulama paremetreleri

Aflatoksin standart karisiminin blank numuneye uygulanmasi sonucu elde edilen

dogrulama parametreleri Cizelge 4.5°de gosterilmistir.

Cizelge 4.5: Aflatoksin i¢in elde edilen dogrulama parametreleri

Mikotoksin Konsantrasyon LOD LOQ % R %RSD R’

(ng/kg) (ng/kg)  (ng/kg)
AFLABI 1 0,10 0,33 96,61 6,52 0,990
AFLAB2 1 0,10 0,34 102,56 5,79 0,992
AFLAGI 1 0,09 0,31 105,89 4,24 0,997
AFLAG2 1 0,09 0,30 102,15 4,04 0,990

LOD: Tespit limiti
LOQ: Tayin limiti

RSD: Tekrarlanabilirlik
R: Geri kazanim

R%: Korelasyon katsayisi
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4.4.2 Aflatoksin standartina ait kalibrasyon grafigi

Aflatoksin standartina ait 6 farkli konsantrasyon kullanilmasi sonucu her bir

aflatoksin i¢in kalibrasyon grafigi (Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6) elde edilmistir.

AFB1 - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
8 x10 3| y=7584.363507 * x +82.074690
2 R"2 =0.99014314 ([
% 7 Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None
gl
5,
4,
3,
2,
1 —
0,
T T T T T T T T T T T
0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Concentration (ng/ml)

Sekil 4.3: Aflatoksin B1’e ait kalibrasyon grafigi

AFB2 - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x10 3 | y=5705.881744 * x + 13.608364
1 R"2=0.99219774

Responses

5-
4.5+

Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None

4

T T
0.9 1
Concentration (ng/ml)

0.5 0.6 0.7 0.8

Sekil 4.4: Aflatoksin B2’ye ait kalibrasyon grafigi
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AFG1 - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
8 %1037 y=4106.074002 * x - 34.574193
2 R"2 =0.99781830
% 4+ Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None
& 354
3,
2.5
2,
1.5+
1 —
0.5
0,
T T T T T T T T T T T
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Concentration (ng/ml)

Sekil 4.5: Aflatoksin G1’e ait kalibrasyon grafigi

AFG2 - 7 Levels, 6 Levels Used, 7 Points, 6 Points Used, 0 QCs

x10 3-1 y=3770.752335 * x +514.284163
R*2 =0.99022303
4+ Type:Linear, Origin:lgnore, Weight:None

Responses

3.5
3
2.5+
2

T T
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Concentration (ng/ml)

Sekil 4.6: Aflatoksin G2’ye ait kalibrasyon grafigi
4.4.3 Aflatoksin standartina ait kromatogramlar

Aflatoksin standartina ait 6 farkli konsantrasyon kullanilmasi sonucu her bir
aflatoksin icin kalibrasyon kromatogramlar1 (Sekil 4.7, 4.8, 4.9, 4.10) elde

edilmistir.
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Hassasiyet

[AFB1]

x102]213.0 -> 240.9 Area=13454

313.0-> 285.0 Area=12285

Hassasiyet

x10 34

2.1
24
-9+
-8
-7
-6
-S54
4 -
-3
-2
14
1 4
0.9+
0.8+
0.7 4
0.6+
0.5+
0.4+
0.3 4
0.24
0.1+

I e e

T T K
4.4 4.6 4.8 S 5.2 5.4
Tutunma zamani

Sekil 4.7: Aflatoksin B1’e ait kalibrasyon kromatogrami
[AFB2)

3150 -> 2589 Area=9028
3150 -> 287.0 Area=7259

Tutunma zamani

Sekil 4.8: Aflatoksin B2’ye ait kalibrasyon kromatogrami
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Hassasiyet

[AFG1]
x10 32 |329.0-> 242.9 Area=7337
1329.0 -> 200.0 Area=4047

1.5- H
1.44
1.3
522
1.14

14
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5

0.4+
0.3
0.2+
0.1+

N T T T T
4 22 22 46 4.8

(VY.L

52 54
Tutunma zamani

Sekil 4.9: Aflatoksin G1’e ait kalibrasyon kromatogrami

Hassasiyet

[AFG2)
x1031331.0-> 3129 Area=4116
0.954331.0 -> 245.0 Area=2898

0.94
0.85+

0.754
0.7
0.65-
0.6
0.554
0.5
0.45-
0.4
0.35-
0.34
0.254
0.24
0.154
0.1
0.054

- ¥ 1 T T ¥ T T T
- 42 24 16 48 5 52 54

Tutunma zamani

Sekil 4.10: Aflatoksin G2’ye ait kalibrasyon kromatogrami

48



4.4.4 Orneklerdeki aflatoksin miktari

Orneklerden elde edilen ekstraktin LC-MS/MS cihazinda analiz edilmesi sonucu
toksin miktar1 pg/kg cinsinden hesaplanmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda

orneklerdeki aflatoksin miktar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6: Pozitif 6rneklerdeki aflatoksin miktarlar: (pg/kg)

Ornek AFLABI1 AFLABI+B2+G1+G2 Maksimum Limit
TBU-111 TE 0,53 4
KPK-67 TE 0,32

KPK-71 TE 0,23

CAV-7 TE 0,32

CAV-20 TE 2,17

CAV-40 TE 0,95

CAV-96 0,17 2,74

CAV-106 TE 5,95

CAV-108 TE 1,13

TBU: Tam bugday unu; KPK: Kepek; CAV: Cavdar unu; TE: Tespit edilemedi

4.5 Orneklerdeki okratoksin A miktarimn LC-MS/MS ile belirlenmesi

4.5.1 Dogrulama parametreleri

Standart okratoksin A karigiminin blank numuneye uygulanmasi sonucu elde

edilen dogrulama parametreleri Cizelge 4.7’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.7: Okratoksin A icin elde edilen dogrulama parametreleri

Mikotoksin Konsantrasyon LOD(pg/kg) LOQ(png/kg) % R % RSD
(ng/kg) R®

Okratoksin 0,05 0,09 0,30 86,12 9,06 0,996
A

LOD: Tespit limiti
LOQ: Tayin limiti

RSD: Tekrarlanabilirlik
R: Geri kazanim

R%: Korelasyon katsayisi
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4.5.2 Okratoksin A standartina ait kalibrasyon grafigi

Okratoksin A standartina ait 6 farkli konsantrasyon kullanilmas1 sonucu okratoksin

A i¢in kalibrasyon grafigi (Sekil 4.11) elde edilmistir.

OTA - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
x10 3_| y=2074.173264 * x + 0.459386
R*2 = 0.99626999
2+ Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None
1.8
1.6
1.4
1.2
1 -
0.8
0.6
0.4
0.2

0+

Responses

T T
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Concentration (ng/ml)

Sekil 4.11: Okratoksin A’ya ait kalibrasyon grafigi

4.5.3 Okratoksin A standartina ait kromatogramlar

Okratoksin A standartina ait 6 farkli konsantrasyon kullanilmasi sonucu okratoksin

A icin kalibrasyon kromatogrami (Sekil 4.12) elde edilmistir.

Hassasiyet

Tutunma zamani

Sekil 4.12: Okratoksin A’ya ait kalibrasyon kromatogrami
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4.5.4 Orneklerdeki okratoksin A miktari

Orneklerden elde edilen ekstraktin LC-MS/MS cihazinda analiz edilmesi sonucu
toksin miktar1 pg/kg cinsinden hesaplanmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda

orneklerdeki okratoksin A miktarlar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8: Pozitif 6rneklerdeki okratoksin A miktarlar1 (ng/kg)

Ornek OTA Ornek OTA Maksimum Limit
KPK-21 0,5 TBU-15 0,35 3
KPK-22 27,64 TBU-19 1,07

KPK-36 0,09 TBU-23 0,48

KPK-78 0,24 TBU-39 1,30

KPK-103 0,16 TBU-42 0,47

KPK-110 0.43 TBU-109 21,72

CAV-6 0,24 TBU-113 0,38

CAV-14 0,49 BU-57 0,18

CAV-16 0,36 BU-85 0,05

CAV-18 3,06 BU-88 0,08

CAV-24 0.45

CAV-31 0,24

CAV-61 0,24

CAV-102 0.50

TBU: Tam bugday unu; KPK: Kepek; CAV: Cavdar unu; BU: Bugday unu; TE:
Tespit edilemedi

4.6 Orneklerdeki deoksinivalenol miktarimin LC-MS/MS ile belirlenmesi

4.6.1 Dogrulama parametreleri

Standart deoksinivalenol karisiminin blank numuneye uygulanmasi sonucu elde

edilen dogrulama parametreleri Cizelge 4.9°da gosterilmisgtir.

Cizelge 4.9: Deoksinivalenol i¢in elde edilen dogrulama parametreleri

Mikotoksin Konsantrasyon LOD LOQ %R %RSD R’
/K
(ng/ke) (ng/kg) (ng/kg)
Deoksinivalenol 5 2,22 7,40 98,73 3,19 0,998

LOD: Limit of detection (Tespit limiti)
LOQ: Limit of quantitation (Tayin limiti)
RSD: Tekrarlanabilirlik

R: Geri kazanim

R%: Korelasyon katsayisi
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4.6.2 Deoksinivalenol standartina ait kalibrasyon grafigi

Deoksinivalenol standartina ait 6 farkli konsantrasyon kullanilmasi sonucu

deoksinivalenol i¢in kalibrasyon grafigi (Sekil 4.13) elde edilmistir.

DON - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
x10 37 y=24.012515* x +45.214529
2.4- R*2=0.99806998
29 Type:Linear, Origin:lgnore, Weight:None
2,
1.8+
1.6
1.4
1.2+
14
0.8+
0.6+
0.4+
0.2+
04

Responses

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105
Concentration (ppb)

Sekil 4.13: Deoksinivalenol’e ait kalibrasyon grafigi
4.6.3 Deoksinivalenol standartina ait kromatogramlar

Deoksinivalenol standartina ait 6 farkli konsantrasyon kullanilmasi sonucu

deoksinivalenol i¢in kalibrasyon kromatogrami (Sekil 4.14) elde edilmistir.
Hassasiyet

[DON]
x10 2 |297.0 -> 2490 Area=2088

297.0 -> 231.0 Area=1171
3.84

3.64
3.44

3.24

34
2.8
2.64
2.4

2.24

1.84
1.64
1.4

1.24

0.84
0.64
0.4+
0.24

- e ——

T
4.6 4.8 5

N
-
e

T
52 Tutunma zamani

Sekil 4.14: Deoksinivalenol’e ait kalibrasyon kromatogrami
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4.6.4 Orneklerdeki deoksinivalenol miktari

Orneklerden elde edilen ekstraktin LC-MS/MS cihazinda analiz edilmesi sonucu
toksin miktar1 pg/kg cinsinden hesaplanmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda

orneklerdeki deoksinivalenol miktar1 Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10: Pozitif 6rneklerdeki deoksinivalenol miktarlar1 (ng/kg)

Ornek DON  Ornek DON Maksimum Limit
KPK-21 0,08 TBU-15 25,86 750
KPK-33 17,64 TBU-23 5,27

KPK-36 0,06 TBU-25 70,04

KPK-62 14,4 TBU-32 11,26

KPK-71 10,36 TBU-35 0,08

KPK-78 0,14 TBU-39 5,6

KPK-81 0,21 TBU-42 0,07

KPK-94 0,11 BU-44 0,06

KPK-95 11,64 BU-46 0,11

KPK-103 0,08 BU-54 12,38

KPK-112 0,06 BU-55 10,51

Cizelge 4.10: devam Pozitif 6rneklerdeki deoksinivalenol miktarlar1 (ng/kg)

Ornek DON  Ornek DON Maksimum Limit
CAV-14 14,1 BU-56 12,29 750
CAV-31 25 BU-57 0,2
CAV-34 0,07 BU-60 0,09
CAV-73 0,07 BU-64 10,81
CAV-92 0,09 BU-68 0,17

BU-77 0,21

BU-79 10,97

BU-80 0,1

BU-82 19,58

BU-84 11,92

BU-85 0,21

BU-88 0,13

BU-89 10,64

BU-91 0,12
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TBU: Tam bugday unu; KPK: Kepek; CAV: Cavdar unu; BU: Bugday unu; TE:
Tespit edilemedi

4.7 Orneklerdeki zearalenonun miktarimin LC-MS/MS ile belirlenmesi

4.7.1 Dogrulama parametreleri

Standart zearalenonun karisiminin blank numuneye uygulanmasi sonucu elde

edilen dogrulama parametreleri Cizelge 4.11°de gosterilmistir.

Cizelge 4.11: Zearalenonun i¢in elde edilen dogrulama parametreleri

Mikotoksin Konsantrasyon LOD LOQ %R %RSD R’
/K
(nglke) (ng/kg)  (ng/kg)
Zearalenon 0,5 0,51 1,70 104,02 2,61 0,997

LOD: Tespit limiti
LOQ: Tayin limiti

RSD: Tekrarlanabilirlik
R: Geri kazanim

R*: Korelasyon katsay1si

4.7.2 Zearalenon standartina ait kalibrasyon grafigi

Zearalenon standartina ait 6 farkli konsantrasyon kullanilmasi sonucu zearalenon

icin kalibrasyon grafigi (Sekil 4.15) elde edilmistir.

ZON -7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs

Responses

x103 |
1.8-]

1.6+
1.4+

y = 185.358032 * x -4.539262
R*2 =0.99757864
Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None

1.2+

14
0.8
0.6
0.4+
0.2

T T T T 1
75 8 85 9 95 10 105

Concentration (ng/ml)

Sekil 4.15: Zearalenon’a ait kalibrasyon grafigi

4.7.3 Zearalenon standartina ait kromatogramlar

Zearalenon standartina ait 6 farkli konsantrasyon kullanilmasi sonucu zearalenon

i¢in kalibrasyon kromatogrami (Sekil 4.16) elde edilmistir.
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Sekil 4.16: Zearalenon’a ait kalibrasyon kromatogrami
4.7.4 Orneklerdeki zearalenon miktari

Orneklerden elde edilen ekstraktin LC-MS/MS cihazinda analiz edilmesi sonucu
toksin miktar1 pg/kg cinsinden hesaplanmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda

orneklerdeki zearalenon miktar1 Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12: Pozitif 6rneklerdeki zearalenon miktarlar1 (ng/kg)

Ornek ZEA Ornek ZEA Maksimum Limit
KPK-33 2,78 TBU-17 0,04 75
CAV-20 0,34 TBU-49 0,6
CAV-40 0,48 TBU-74 2,44
CAV-61 0,11 BU-47 0,43
CAV-102 0,14 BU-59 0,38
CAV-106 0,18 BU-64 1,74
BU-79 3,04
BU-84 2,61
BU-89 2,4
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TBU: Tam bugday unu; KPK: Kepek; CAV: Cavdar unu; BU: Bugday unu; TE:
Tespit edilemedi
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5. TARTISMA VE SONUC

Dogada yaygin olarak bulunan kiifler, bitkisel iiriinlere ve ¢esitli gidalara direkt
veya dolayli olarak bulagmaktadirlar. Tahil kaynakli gidalarda olusan kiif
kontaminasyonu; tarlada, hasat, depolama, iriiniin islenmesi ve nakliye
asamalarinda olusabilmektedir (Ozturan ve ark., 2007). Gidalara kiif
kontaminasyonu sonucu {riinlerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik yapilar
degisebilmektedir. Kiifler uygun sartlarda ¢ogaldiklarinda gidalarin nitelik ve
nicelik oOzelliklerini kaybederek ekonomik kayiplara neden olmaktadirlar.
Ayrica kiiflerin sekonder metaboliti olan toksinleri insan sagligi i¢in tehlike

olusturmaktadir (Erdogan ve ark., 2003; Andersen ve Thrane, 2006).

Tahillar lilkemizde binlerce yildir yetistirilmekte ve kirsal bolgelerde yasamin
onemli bir parcasidir. Ulkemizde tahil ve tahildan elde edilen iiriinler giinliik
beslenmenin %50’sini olusturmaktadir (Koksal, 1974; Aydin ve ark., 2009).
Tahillar hasat, tasima, depolama ve isleme asamalarinda yaygin olarak kiif
gelisimiyle  karsilasmakta ve  kiifler tarafindn iretilen mikotoksin
kontaminasyon riski tasimaktadir (Miraglia ve Brera, 2000; Magan ve ark.,
2011). Bu sebeple orneklerde tespit edilen diisiik seviyelerde mikotoksin
kontaminasyonu onemli bir problem olmaktadir (Baydar ve ark., 2005). Son
yillarda c¢esitli arastirmalarla tahillarin sagliga olumlu etkilerinin agiga
ctkmasiyla birlikte tiiketiciler farkli tahil kaynagina dayanan diriinleri talep
etmektedir. Bu sebeple firinlarda ¢ok c¢esitli (ekmek, simit, kekle, pastalar,
dolgulu unlu mamiiller) triinler iiretilmektedir. Her {iriinlinlin farkli bilesiminin
ve farkli iretim tekniginin olmast HACCP sisteminin unlu mamiiller
sektoriindeki uygulanabilirligini zorlastirmakta ve oOnemli sorunlara neden
olmaktadir. Bu sorunlarin kontrol altina alinmasi i¢in liretim asamalarinda kritik
kontrol noktalar1 belirlenmistir. Bu noktalardan birisi de tahil {irtinlerinin
onemli ham maddesi olan unlardir. Unlu mamiillerde kullanilan unun 6zelligi
tirliniin 6zelliklerini ve kalitesini etkilemektedir. Bu sebeple tercih edilecek

unun gerekli kalite niteliklerine ve gida giivenligi agisindan bazi ozellikleri
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tasimasi1 gerekmektedir. Tahil unlarinda en sik rastlanilan tehlike kiif gelisimidir

(Ergoniil, 2007).

Tahil ve tahil irlinlerinin mikrobiyal hijyenini degerlendirilmesi ve kontrol
altina alinmasi amaciyla bircok arastirma yapilmistir ve Tiirk Gida Kodeksi
tarafindan maksimum sinir degerler belirlenmistir. Potus ve ark. (1989)’nin
arastirmasinda incelenen 263 tane beyaz unda 1x1001-3x10[] kob/g arasinda kiif
kontaminasyonu tespit etmislerdir. Karagdzli ve ark. (2000)’nin ¢alismalarinda
20 tane misir ununda 2x10-3x100] kob/g araliginda kiif varlig1 belirlemisleridir.
Bir diger arastirmada 142 tane beyaz un Orneginde 7,4x10-1x1007 kob/g
arasinda kif varligi tespit edilmistir (Aydin ve ark., 2009). Calismamizda
incelenen tam bugday ununda 1x10'-4,2x10* kob/g, beyaz unda 3x10'-8,7x10?
kob/g, c¢avdar ununda 1,3x10%-4,3x10® kob/g, kepekte 5x10'-6x10° kob/g
arasinda kiif kontaminasyonu belirlenmistir ve benzer ¢alismalar ile paralellik
gostermektedir (Potus ve ark., 1989; Karagozlii ve ark., 2000; Aydin ve
ark.,2009). TGK’nin “’Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’ne gore tahil unlar i¢in
izin verilen maksimum kiif sinir degeri 1007 kob/g’dir. Analiz edilen O6rnekler
yasal limitlerle kiyaslandiginda maksimum sinir degerin altinda kif varligi
icerdigi tespit edilmistir.

Gidalarda gelisen bazi kif tiirleri tarafindan iiretilen mikotoksinler; diistik
molekiil agirligina sahip olup, insanlar ve hayvanlar icin toksik sekonder
metabolitlerdir. Mikotoksinlerin olusmasi, bulasan kiifiin cinsine ve gidanin
isleme-depolama kosullarina bagli olarak degismektedir (Doolotkeldieva, 2010).
Mikotoksinlerle ilgili sorunlarin ¢esitliligi iiriinlerin cinsine, ekolojik bolgelere
ve lilkelere bagl olarak degismektedir. Bu sebeple pek c¢ok iilke, mikotoksin ve
kif ile ilgili sorunlarini belirlemekte ve elde edilen bilgilere gore ¢oziim
iiretmek amaciyla arastirmalar yapmaktadir. Bu amacla Tiirkiye’nin 34 farkl
ilinden temin edilen 73 farkli gida ¢esidinden olmak iizere 2000 civarinda {iriin
incelenmistir. Arastirmada 162 farkli kiifden olusan farkli cins ve tiirde 1977
izolat elde edilmistir. izolatlar arasindan potansiyel mikotoksijenik 40 farkli kiif
cinsi ve 31 farkli mikotoksin standartina gore tarama gergeklestirilmistir. Elde
edilen kiiflerin Tirkiye mikroflorasina ait dagilimi %65 Penicillium, %19
Aspergillus, %11 Deuteromyces, %2 Fusarium, %2 Zygomycetes, %1

Basidiomycetes olarak belirlenmistir. Incelenen kiiflerin 441’inde (%32,5)
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mikotoksin iiretebilme yetenegine sahip olduklari, %65°1 toksik olmayan kiifler
ve %2,5’1 de slipheli pozitif kiifler olarak tespit etmislerdir (Topal, 2003).
Tiirkiye’de yapilan bir diger ¢calismada tarimsal {iriinlerde mikotoksijenik kiifler
ve mikotoksinlerin varligi arastirilmistir. Arastirmada Aspergillus ve
Penicillium cinsine ait 251 tir belirlenmis olup bunlarin arasinda en sik

karsilasilan tiir 4. niger olarak tespit edilmistir (Giirsoy ve Bigi¢i, 2004).

Calismamizda 112 tane Ornekten elde edilen 174 tane izolatin geleneksel
yontemlerle tanimlanmasinda 22 farkli cins belirlenmistir. Incelenen
orneklerden elde edilen kiifler arasinda en baskin cinsin Penicillium (60 tane),
Aspergillus (40 tane) ve Fusarium (13 tane) cinsi kiiflerin takip ettigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.2). Calismada incelenen bugday ununda: Penicillium (16
tane), Aspergillus (8 tane), cavdar ununda: Penicillium (20 tane), Aspergillus
(11 tane), tam bugday ununda: Penicillium (14 tane), Aspergillus (15 tane),
kepekte: Penicillium (10 tane), Aspergillus (6 tane) dagilimlart bulunmustur ve
diger tahil kaynakli calismalar ile paralellik gostermektedir (Topal, 2003;
Giirsoy ve Bigici, 2004; Doolotkeldieva, 2010; Ozig, 2011; Reddy ve Salleh,
2011).

Kiiflerin morfolojik tanimlanmasinda arastirmacinin degerlendirme ve
tecriibesinden yiiksek oranda etkilenmesine, mikotoksijenik listesinin uzamasina
ve gercek dis1 veriler olugsmasina neden olmaktadir. Bu sebeple molekiiler
identifikasyonun kullanilmasi morfolojik identifikasyonda yanlis verilerin
olusmasini engelleyebilmektedir (Atkins ve Clark, 2004; Samson ve ark., 2010).
PZR gibi molekiiler yaklasimlar, mikotoksijenik kiiflerin belirlenmesi i¢in
geleneksel yoOntemlere 1iyi alternatifler olarak hizmet edebilmektedir.
Mikotoksin biyosentez yollarinda yer alan tiire 6zgii genlerin ve/veya yapisal
veya diizenleyici genlerin sayisini es zamanli olarak artiran multipleks PZR
analizleri, ¢esitli gidalarda ve yemlerde mikotoksijenik kiiflerin belirlenmesinde
basariyla uygulanmaktadir (Rodrigues ve ark., 2009; Kim ve ark., 2011).
Calismamizda okratoksin A ile kontamine Orneklerden izole edilen ve klasik
yontemlerle belirlenen 29 temsili mikotoksijenik kiif; ITS ve AoLC gen
bolgelerinin PZR c¢alismalar1 ile molekiiler olarak identifiye edilmistir. Ele
alinan gen bolgeleri hem Aspergillus hem de Penicillium cinsleri igin

kullanilmigtir. ITS bolgeleri (Sekil 4.1), filamentéz mantarlarinda filogenetik ve
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popiilasyon c¢aligmalarin1 yiritmek i¢in kullanilmaktadir. Bununla birlikte
onemli mikotoksijenik tiirleri tanimlamak icin Aspergillus veya Fusarium gibi
spesifik PZR deneyleri gelistirmek icin de kullanilmaktadir (Henry ve ark.,
2000; Gonzalez-Jaén ve ark.,2004). Geleneksel yontemle belirlenen
mikotoksijenik kiiflerin PZR ile karakterize etmek icin, okratoksin A
biyosentezinde yer alan yapisal ve diizenleyici genlere yonelik primer
Aspergillus ve Penicillium tiirlerinden ekstrakte edilen DNA’lar kullanilarak
test edilmistir. Elde edilen sonuglar, potansiyel mikotoksin iliretme yetenegine
sahip izolatlarin DNA’sindan ¢ogaltilan spesifik fragmanlarin varligini agikga
gostermektedir (Sekil 4.2). Cesitli arastirmacilarin okratoksijenik kiiflerle ilgili
calismalarinda PZR analizine ait elde edilen veriler ¢alismamizdaki verilerle
paralellik gostermektedir (Dao ve ark., 2005; Sadhasivam ve ark., 2017).
Arastirmacilarin  bir ¢alismasinda OTA ireten tiirler (4. ochraceus, A.
westerdijkiae ve A. steynii)’e 0zgii PCR deneyleri, rDNA’nin ¢oklu kopya ITS
bolgelerine dayanilarak gelistirilmistir. Test asamalarinda kullanilan primerler
STEYF/STEYR, WESTF/WESTR, OCRAF/OCRAR’dir. Analizler farkl1 koken
ve kiiltlir koleksiyonlarindan genis bir izolat 6rneginde gergeklestirilmistir. Elde
edilen bulgularda fragmanlarin varlig1 test edilen izolatlarda OTA’nin
biyosentezinde rol oynayan genlerin varligini géstermektedir (Gil-Serna ve ark.,
2009). Bir baska arastirmada okratoksijenik kiiflerin saptanmasi i¢in bir PZR
yontemi gelistirilmistir. Bu amagla gida iriinlerinde rapor edilen 11 tane
okratoksijenik sus arasindan 75 tane kiif test edilmistir. Calismada test edilen
cesitli tiirlerde FIOT/R10T, F20T/R20T ve F3OT/R40T primerlere ait
fragmanlar belirlenmistir (Luque ve ark., 2013). Cesitli arastirmacilar OTA’nin
biyosentezinde yer alan bir genin karakterizasyonu i¢in PZR deneyleri
gerceklestirmislerdir. Calismada A. westerdijkiae NRRL 3174°te poliketid
sentaz geninin belirli bir bélgesinden dizayn edilen Aoks1 primer test edilmistir
Referans okratoksijenik kiifte PZR analizlerinden elde edilen fragmanlarin
varligt OTA’nin biyosentezinde ilgili genin rol oynadigini diisiindiirmektedir
(Bacha ve ark., 2009). Tayland’da yapilan bir ¢alismada kahve Orneklerinden
izole edilen toksik olmayan ve okratoksijenik suslar1 tanimlamak i¢in OTA
sentaz geni olan poliketid sentaz (pks) kullanilarak kalitatif polimeraz zincir
reaksiyonunda test edilmistir. Poliketid sentaz geninin 141 baz pairlik bir

kismin1 biiyiitmek i¢in OTAF/OTAR primer ¢ifti kullanilmistir. Incelenen
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okratoksijenik 4. carbonarius susunda fragmanlarin varhigi tespit edilmistir
(Potipun ve ark., 2018). Moslem ve ark. (2010)’nin calismasinda kahve
cekirdeklerinden izole edilen on tane mantar izolati morfolojik olarak A. niger,
A. ochraceus ve A. carbonarius olarak tanimlanmistir. Calismada primer c¢ifti
(OCRA1/0CRA2) kullanilarak yaklasik 400 baz pairlik fragman A. ochraceus
izolatlarindan elde edilmistir. Misir’da toplam yiiz tane yem numunesi
okratoksijenik kiifler bakimindan incelenmistir. Yem numunelerinde A. flavus,
A. ochraceus ve A. niger tirleri iceren 106 tane izolat elde edilmistir.
Izolatlarda okratoksijenik kiiflerin saptanmasi i¢in OCRA1/OCRA2 primerleri
kullanilarak PZR analizleri uygulanmistir. Okratoksijenik 4. ochraceus
izolatlarindan elde edilen genomik DNA’dan yaklasik 400 baz pairlik fragman
elde edilmistir ancak A. niger’den elde edilen DNA’dan iiriin gézlenmemistir.
Polimer zincir reaksiyon analizleri okratoksine 6zgii genleri (pks) hedefleyerek
okratoksijenik kiiflerin spesifik tespiti icin Aopksl/Aopks2 primer ¢ifti
kullanilarak uygulandiginda 3 tane A. ochraceus ve 2 tane A. niger
izolatlarindan yaklasik 549 baz pairlik fragman tretilmistir (El-Hamaky ve ark.,
2016).

Mikotoksinlerin  analizinde, ince tabaka kromatografisi (Thin Layer
Chromatography, TLC), yiiksek basingli sivi kromatografisi (High Pressure
Liquid Chromatography, HPLC), gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi
(GC/MS), enzim baglanmis immunoabsorbant yontemi (ELISA) (Orug, 2005) ve
radio-immunassay (RIA) yontemi kullanilmaktadir. Kalitatif olarak orneklerde
var ya da yok seklinde belirlemek ultraviyole lambas1 altinda gorsel olarak da
belirlenebilmektedir (Smith ve Moss, 1985). Geleneksel yontemlerde yaygin
olarak, mikotoksin analizleri, bir kati faz ekstraksiyon / immiinoafinite
kolonunda temizlemeden sonra HPLC araciligiyla gerceklestirilmektedir (Krska
ve ark., 2001; Gilbert ve Anklam, 2002). Bu yontemler, sinirli sayida hedef
analit dahil olmak {iizere yalnizca tek bir mikotoksin sinifinin belirlenmesini
saglamaktadir ve yogun emek gerektiren numune hazirlama nedeniyle analizin
maliyetini ve siiresini artirirmaktadir. Mikotoksin tespitinin hassasiyetini
arttirmak ve analizlerin maliyetini diisiirmek i¢in, tek bir ekstraksiyonda farkli
matris tiplerinde rutin analizler ile miimkiin oldugunca ¢ok sayida mikotoksin

belirlenmesi tercih edilmektedir. Ayrica, ¢esitli gidalarda birka¢ mikotoksinin
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birlikte bulunmasi sebebiyle ¢oklu mikotoksin belirleme yoOntemleri
gerekmektedir (Soleimany ve ark., 2011). Bugday tane matrisinin karmasiklig:
ve mikotoksinlerin ¢ok cesitli fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, birlikte olusan
toksinler i¢in segici ve hassas tespit tekniklerini gerektirmektedir. Sivi
kromatografi / kiitle spektrometrisi (LC / MS) ve oOzellikle tandem kiitle
spektrometresi (LC / MS / MS), son yillarda mikotoksin analizi i¢in ¢ok popiiler
hale gelmektedir (Wang ve ark., 2016).

Tarimsal {riinler i¢in okratoksin A en Onemli mikotoksinler arasindadir.
Okratoksin A uygun ¢evre kosullarinda Aspergillus ve Penicillium cinsi kiifler
tarafindan tarimsal {irlinlerin iiretimi ve depolanmasi sirasinda olusmaktadirlar
(Bankole ve Adebanjo, 2003). Son yillarda yapilan arastirmalarda bugday,
misir, piring ve arpa gibi tahil ve tahil iriinlerinde okratoksijenik kiifler
tarafindan kontamine edildigi bildirilmistir (Giimiis ve ark., 2004; El-Hamaky
ve ark., 2016; Wang ve ark., 2016). OTA’nin molekiiler yapisi fenilalanine baglh
bir dihidrozokumarin halkas1 igerir (Gallo ve ark., 2014). Mantar poliketid
sentezlarin son zamanlarda hem Penicillium hem de Aspergillus tirlerinde OTA
biyosentezinde rol oynadigi gosterilmistir (Gallo ve ark., 2009). Viicutta
bulunan okratoksin A’nin biiylik bir kismi tahil ve tahil kaynakli iiriinlerden
kaynaklanmaktadir. Karagézlii ve Karapinar (2000) tarafindan yapilan bir
calismada bugday, misir, misir unu, yulaf gevregi, yulaf ezmesi ve miisli iceren
toplam 100 gida orneginde okratoksin A seviyesi arastirilmistir. Incelenen
orneklerin 4 tanesinde; 1 tane asurelik bugday (0.27 ug/kg), 2 tane misir (1.79
ng/kg ve 9.84 ng/kg) ve 1 tane yulaf ezmesi (4.19 pg/kg) orneklerinin farkl
seviyelerde okratoksin A igerdigi tespit edilmistir. Cengiz ve ark. (2007)’1
Bursa'daki ¢esitli market, firin ve Tirk Silahli Kuvvetleri’nin farkl
birliklerinden alinan 58 un Ornegini (34 bugday, 14 tam bugday, 10 misir)
okratoksin A acisindan analiz etmislerdir. Bugday unu, tam bugday unu ve
misir unu Orneklerinde belirlenen okratoksin A miktarlar1 sirasiyla 6,89 + 0,46
ng/kg, 9,3 + 1,33 pug/kg ve 6,39 + 1,10 pg/kg’dir. Ispanya ve Portekiz’den temin
edilen 83 tane organik ve organik olmayan tahil iiriinleri (piring, bugday, arpa,
cavdar, yulaf ve musir) okratoksin A diizeyi arastirilmistir. Orneklerin
%22’sinde (n=18) 0,2 ile 27,10 pg/kg miktarlar1 arasinda okratoksin A igerdigi

saptanmistir. Kontamine olmus oOrneklerin %72’si organik tahil ve %28’i
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organik olmayan tahil 6rnekleridir (Juan ve ark., 2008). Hindistan’da 50 bugday
ornegi okratoksin A acisindan arastirilmistir. Orneklerin 29°unda 1,36 ile 21,17
ng/kg seviyeleri arasinda okratoksin A igerdigi saptanmistir. Orneklerin 13
tanesi Avrupa Birligi tarafindan belirlenen smir1 (5 pg/kg) astigr tespit
edilmistir (Kumar ve ark., 2012). Toplam 811 tane bitki bazli bunlarin 456
tanesi tahil ve tahil {iriinlerini igeren calismada 6rnekler okratoksin A ydniinden
incelenmistir. Tahil ve tahil {iriinlerin %37,5°1 ortalama 0,77 mikrogram/kg
diizeyinde okratoksin A icerdigi belirlenmistir (Jiao ve ark., 1994).
Calismamizda inceledigimiz 112 tane un Orneginin 24’iinde 0,09-27,64 pg/kg
seviyeleri arasinda okratoksin A varlig1r tespit edilmistir. Bu Orneklerin 3
tanesinde (¢avdar unu 3.06 pg/kg, tam bugday unu 21,72 pg/kg, kepek 27,64
ng/kg) TGK gore maksimum limit degerlerinin (3 pg/kg) lizerinde okratoksin A
kontaminasyonu belirlenmistir. Analiz edilen un o6rneklerinde mikotoksin
varligi-yoklugu ile mikotoksijenik kiif varligi-yoklugu arasinda kesin bir
eslesme bulunmayan durumlar belirlenmistir. Orneklerden izole edilen
izolatlarda mikotoksijenik kiif varlig: tespit edilirken ayni 6rnekte okratoksin A
tespit edilememistir (Cizelge 4.3). Orneklerde okratoksin A’nin olusmamasi
mikotoksijenik kiifiin gelisimi i¢in uygun ¢evre sartlarinin bulunmamasina isaret
etmektedir. Cesitli arastirmalarda tahil ve tahil iiriinlerinde okratoksin A

belirlemede benzer sonuglar ile karsilasmislardir (Karagdz ve Karapinar, 2000).

Tahillarda ve tahil unlarinda olusan mikotoksin kaynakli risklerin tespit
edilmesi ve dnlemlerin belirlenmesi agisindan biiyiik 5nem tasimaktadir. Iran’da
yapilan arastirmada kis ve yaz mevsimlerinde temin edilen toplam 200 tane
bugday un O6rnegi incelenmistir. Arastirmada kis mevsiminde temin edilen 100
tane bugday ununda ortalamam 0,99 ng/g, yaz mevsiminde temin edilen 100
tane bugday ununda ortalama 0,82 ng/g toplam aflatoksin igerdigi belirlenmistir.
Un orneklerindeki toplam aflatoksin diizeyi Iran Standartlar1 Enstitiisii
tarafindan belirlenen sinirdan daha diisiik seviyede tespit edilmistir (Taheri ve
ark., 2012). Baydar ve ark. (2005) calismalarinda 25 adet 6giitiilmiis Ornekte
(tohum, bakliyat, tahil unu ve nisasta) aflatoksin diizeyi HPLC yoOntemiyle
belirlenmistir. Toplam aflatoksin seviyesi 0,03-3,16 pnpg/kg araliginda
dlciilmiistiir. Orneklerin 16’sinda AFB1 0,03-1,61 pg/kg, 15’inde AFB2 0,03-
0,18 png/kg, 18’inde AFG1 0,03-2,79 pg/kg, 19°unda AFG2 0,03-0,15 pg/kg
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diizeyleri arasinda belirlemislerdir. Ozturan ve ark. (2007) tarafindan yapilan
calismada 50 bugday oOrnegi ELISA metodu kullanilarak toplam aflatoksin
diizeyi arastirilmistir. Orneklerin 37 tanesinde toplam aflatoksin seviyesi
Olgiilebilir sinir degerinden (1,75 pg/kg) daha fazla bulunmus ve Orneklerin
9’unda yasal sinirlarin (4 pg/kg) lizerinde oldugu belirlenmistir. Aydin ve ark.
2008 yilinda Trakya’da yaptiklar1 arastirmalarinda 100 bugday Orneginin
45’inde 0,05-14,01 pg/kg diizeyleri arasinda aflatoksin igerdigi tespit edilmistir.
Orneklerin 2 tanesinde TGK maksimum limit degerinin (4 pg/kg) iizerinde
bulunmustur. Calismamizda inceledigimiz 112 tane 6rnegin 10’unda aflatoksin
varlig1 belirlenmistir. AFB1 i¢in sadece 1 Ornekte 0,17 pg/kg miktarinda
belirlenmistir. Orneklerin tiimiinde AFB2 ve AFGI icin 6lgiilebilir degerinin
altinda belirlenmistir. Orneklerin 9’unda AFG2 diizeyi 0,23-5,95 pg/kg
araliginda tespit edilmistir (Cizelge 4.6). Orneklerin sadece 1 tanesinde (¢avdar
unu) aflatoksin B1+B2+G1+G2 diizeyi (5,95 pg/kg) yasal sinirlarin (4 pg/kg)
tizerinde oldugu saptanmistir. Adi geg¢en calismalarda bildirilen miktarlar

calismamizda tespit ettigimiz miktarlardan daha yiliksek bulunmustur.

Tahil frilinleri arastirmalari, Fusarium mikotoksinlerinin insan ve hayvan
beslenmesinde ortak bir kirletici oldugunu gostermistir ve genellikle diisiik
konsantrasyonda ortaya c¢ikmaktadirlar. Deoksinivalenol tahillarda yaygin
olarak rastlanilan B grubu trikotesendir. Bu mikotoksini iireten baglica kiifler F.
graminearum ve F. culmorum’dur (Bretz ve ark., 2006). F. graminearum’un
gelisme kosullar1 i¢in optimum sicaklik 24-26 °C ve minimum su aktivitesi
0,90°dir. Bu kiif tiiri DON’un yanisira NIV ve ZON da olusturabilmektedir
(Sweeney ve Dobson, 1998). Deoksinivalenol ¢iftlik hayvanlarinda yem
aliminda azalma, kilo aliminda azalma ve kusmaya neden olmaktadir (Edwards,
2009). Blesa ve ark. (2014)’nin ¢alismalarinda 80 tane durum bugdayini DON
acisindan arastirmislardir. Arastirmada 80 Ornegin 4’iinde 121-1480 pg/kg
arasinda miktarlarda DON belirlenmistir. Romanya’da 2014 hasat mevsimi
boyunca 31 tane biitiin islenmemis bugday ve 35 tane beyaz bugday unu
ornekleri deoksinivalenol varligin1 tespit etmek icin gerceklestirilmistir.
Calismada 8 bugday orneginde 110-1787 pg/kg ve 35 bugday unu 6rneklerinin 1
tanesinde 190 pg/kg seviyelerinde DON tespit edilmistir (Stanciu ve ark.,
2017). Covarelli ve ark. (2011)’nin italya’da yaptiklar1 ¢alismada 2006-2007
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yillarinda misir 6rneklerini DON acgisindan incelemislerdir. Arastirmada 2006
yilindaki incelenen toplam 47 Ornegin tiimiinde 197-3980 pg/kg seviyeleri
arasinda DON belirlenmistir. Calismanin 2007 yilinda analiz edilen toplam 36
tane misir 0rneginin %89’unda 14 pg/kg’a ulasan diizeylerde DON saptanmistir.
Iran’da yapilan bir arastirmada 34 bugday ornegi mikotoksin varligini
degerlendirmek amaciyla yapilmistir. Analiz edilen 34 bugday 6rneginin 8’inde
1,2-1746,5 ppb diizeyleri arasinda DON’e rastlanmistir (Sadhasivam ve ark.,
2017). Calismamizda inceledigimiz 112 tane Ornegin 41 (%36,6)’inde DON
varlig tespit edilmistir (Cizelge 4.10). Orneklerdeki DON 0,06-70,04 ng/kg
diizeyleri arasinda bulunmustur. Cesitli arastirmalarda tespit edilen DON diizeyi
calismamizdaki Orneklerden elde edilen verilerden daha yiiksek oldugu
godzlemlenmistir. Orneklerde tespit edilen DON miktarlart TGK gdre maksimum
limit  degerlerinin (750  pg/kg) altindadir.  Calismamizda  DON
kontaminasyonuna rastlanilan 6rneklerde ayni zamanda ZON varlig1 da tespit

edilmistir [Tablo 5 ve 6].

Zearalenon ve metabolitlerini iceren zearalenonlar (a-zearalenol ve -
zearalenol) Ostrojenik etkili mikotoksinlerdir. Zearalenonlar misirda yaygin
olarak bulunur, ancak arpa, yulaf, bugday, piring, sorgum ve soya fasiilyesi de
F. graminearum ile kontaminasyona yatkindir (EFSA, 2011). Litvanya’da
yapilan ¢alisgmada 2006-2007 hasat donemlerinde elde edilen kislik ve baharlik
toplam 125 tane bugday, arpa ve cavdar Orneklerinde ¢esitli mikotoksinlerin
varlig1 arastirilmistir. Arastirmada 2006 kislik 32 6rnekte (tespit sinir degeri-10
pg/kg) 28,1 pg/kg, 2006 baharlik 32 6rnekte 10-45,8 pg/kg arasi, 2007 kislik 28
ornekte 17,8-24,5 ng/kg arasi, 2007 baharlik 33 6rnekte 20-26,3 ng/kg diizeyleri
arasindaki miktarlarda zearalenon tespit edilmisir (Mankevi¢iené ve ark., 2011).
Covarelli ve ark. (2011)’de yapilan ¢alismalarinda 2006-2007 yillarinda misir
orneklerinde zearalenon varligi arastirilmistir. Arastirmada 2006 yilindaki
toplam 47 ornegin %30’unda 83 pg/kg’a ulasan seviyelerde zearalenon tespit
edilmistir. Calismanin 2007 yilinda incelenen 36 misir 6rneklerin tiimiinde 3-27
ng/kg diizeyleri arasindaki miktarlarda zearalenon igerdigi belirlenmistir.
Romanya’nin giineyindeki 4 farkli bolgeden temin edilen 31 tane biitiin
islenmemis bugday ve 35 tane beyaz bugday unu dahil olmak iizere toplam 66

tane bugday Orneklerinde zearalenon varligi arastirilmistir. Arastirmada 31
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bugday oOrneginin 4’iinde 327-1135 pg/kg diizeyleri arasinda zearalenon
saptanmistir. Calismada 35 bugday unu Orneklerinin 2’sinde 51-73 pg/kg
miktarlarinda zearalenon tespit edilmistir (Stanciu ve ark., 2017). Sadhasivam
ve ark. (2017) tahil depolarindaki zearalenon varligin1 belirlemek amaciyla 34
bugday 6rnegini incelemisleridir. Orneklerin 5’inde 0,7-64,8 pg/kg seviyeleri
arasinda zearalenon tespit edilmistir. Calismamizda inceledigimiz 112 farkli un
orneklerinin 15’inde zearalenon varlif1 saptanmistir. Orneklerdeki zearalenon
miktarlar1 0,04-3,04 pg/kg degerleri arasinda belirlenmistir (Cizelge 4.12).
Calismamizda oOrneklerde tespit edilen zearalenon seviyeleri adi gegen
calismalarda bildirilen miktarlardan daha diisiik miktarlarda bulunmustur ve bu

miktarlar TGK gdére maksimum limit degerlerinin (75 pg/kg) altindadir.
Elde edilen bulgulara gore asagidaki sonuglara varilmistir;

e incelenen orneklerde toksijenik kiiflerin varligi ve tespit edilen
mikotoksin diizeyleri, tahil wunlarinda ve farkli gidalar arasinda
mikotoksin farkindalik yaratma programlarinda ihtiya¢ duyuldugunu
gostermektedir. Mikotoksijenik kiiflerin neden oldugu gidalarda ve
yemlerde toksikolojik riski dogru bir sekilde degerlendirmek igin
molekiiler ve biyokimyasal yontemlerin bir kombinasyonu gereklidir.
Molekiiler teknigin uygulanmasinin toksikolojik kiiflerin insan ve hayvan
sagligina zararli etkileri riskinin azaltimasina yardimci olmak i¢in hizli,

oldukca spesifik bir yontem oldugu goriilmektedir.

e Bu calismada gidalarda mikotoksin iiretim potansiyeline sahip kiiflerin
kapsamli bir sekilde belirlenmesiyle gerek bu kiiflerin bulagmasinin
engellenmesi gerekse bulastiktan sonra mikotoksin iiretimini minimize
etmeye yonelik uygulamalar i¢in gerekli stratejileri olusturmaya yonelik

onemli bilgiler saglamaktadir.

e Kiif ve mikotoksinlerle kontamine tahil ve tahil iiriinlerinde, bulaginin hasat
Oncesi, hasat sirasi ve hasat sonrasi agamalarda Onlenmesi risk yonetim
caligmalarinda kaginilmaz uygulamalardir. Bu uygulamalarin saglanmasinda
HACCP ve Engeller Teknolojisi Sistemini esas alan kontaminasyonu kontrol
islemleri tiiketici sagligin1 ve gida giivenligini saglamak iizere temel bir

zorunluluk olarak goriilmektedir.

66



KAYNAKLAR

Abbés, S., Salah-Abbés, J. B., Ouanes, Z., Houas, Z., Othman, O., Bacha,
H., Oueslati, R., (2006): Preventive role of phyllosilicate clay on the
immunological and biochemical toxicity of zearalenone in Balb/c
mice. International immunopharmacology, 6(8), 1251-1258.

Akdeniz, A. S., Ozden, S., Alpertunga, B., (2013): Ochratoxin A in dried
grapes and grape-derived products in Turkey. Food Additives &
Contaminants: Part B, 6(4), 265-269.

Altan, A., (1986): Tahil Isleme Teknolojisi. Cukurova Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Ofset Atolyesi, Adana.

Alshannagq, A., Yu, J. H., (2017): Occurrence, toxicity, and analysis of major
mycotoxins in food. International journal of environmental research
and public health, 14(6), 632.

Anklam, E., Battaglia, R., (2001): Food analysis and consumer
protection. Trends in Food Science & Technology, 12(5-6), 197-202.

Anli, E., Alkis, I. M., (2010): Ochratoxin A and brewing technology: a
review. Journal of the Institute of Brewing, 116(1), 23-32.

Anonim, (2012c): The Aspergillus Web Site.

Anonim, (2006): Commission of the FEuropean Communities (2006)
Commission Regulation (EC) No 776/2006 of 23 May 2006
amending Annex VII to Regulation (EC) No 882/2004 of the
European Parliament and of the Council as regards Community
reference laboratories. Official Journal of the European Union L136,
pp 3-8

Anonim, (2015): Mycotoxins, Ochratoxin A. Chapter 5: 39-71.

AOAC International, (2005): Official Methods of Analysis of AOAC
International, 18th edn. AOAC International, Gaithersburg, USA.

Applebaum, R. S., Marth, E. H., (1982): Inactivation of aflatoxin M1 in milk
using hydrogen peroxide and hydrogen peroxide plus riboflavin or
lactoperoxidase. Journal of food protection, 45(6), 557-560.

Arda, S., Aydin, A., (2011): Hammadde Kalitesi ile Bazi Hijyen
Parametrelerinin Yufkanin Mikrobiyolojik Kalitesi Arasindaki Iliski
Uzerine Bir Arastirma. Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Dergisi, 37(2), 135-147.

Artik, N., (2007): Gida Mikotoksinleri ve Insan Saghgi Acisindan Onemi. T.C.
Tarim ve Kdyisleri Bakanligi Yayin Dairesi Baskanligi, Gida Serisi,
(6).

Atkins, S. D., Clark, I. M., (2004): Fungal molecular diagnostics: a mini
review. J Appl Genet, 45(1), 3-15.

Aydin, A., Gunsen, U., Demirel, S., (2008): Total aflatoxin, aflatoxin Bl and
ochratoxin A levels in Turkish wheat flour. Journal of Food and Drug
Analysis, 16(2).

67



Aydin, A., Paulsen, P., Smulders, F. J. M., (2009): The physico-chemical and
microbiological properties of wheat flour in Thrace. Turk J Agric
For 33.2009: 445-454.

Bacha, N., Atoui, A., Mathieu, F., Liboz, T., Lebrihi, A. (2009): Aspergillus
westerdijkiae polyketide synthase gene “aoksl” is involved in the
biosynthesis of ochratoxin A. Fungal Genetics and Biology, 46(1),
77-84.

Bankole, S. A., Adebanjo, A., (2003): Mycotoxins in food in West Africa:
current situation and possibilities of controlling it. African journal
of Biotechnology, 2(9), 254-263.

Barkai-Golan, R., Paster, N., (2008): Mouldy fruits and vegetables as a source
of mycotoxins: part 1. World Mycotoxin Journal, 1(2), 147-159.

Barnett, H. L., Hunter, B. B., (1998): [llustrated genera of imperfect fungi.
Minnesota. The American Phytopathological Society, 200.

Baydar, T., Engin, A. B., Girgin, G., Aydin, S., Sahin, G., (2005): Aflatoxin
and ochratoxin in various types of commonly consumed retail ground
samples in Ankara, Turkey. Annals of agricultural and environmental
medicine, 12(2), 193-197.

Bennett, J. W., Klich, M., (2003): Mycotoxins. Clin Microbiol
Rev, 16(497.516).

Bisogno, F., Mascoti, L., Sanchez, C., Garibotto, F., Giannini, F., Kurina-
Sanz, M., Enriz, R., (2007): Structure— antifungal activity
relationship of cinnamic acid derivatives. Journal of agricultural and
food chemistry, 55(26), 10635-10640.

Bhatnagar, D., Cary, J. W., Ehrlich, K., Yu, J., Cleveland, T. E., (2006):
Understanding the genetics of regulation of aflatoxin production and
Aspergillus flavus development. Mycopathologia, 162(3), 155.

Blesa, J., Molté, J. C., El Akhdari, S., Maiies, J., Zinedine, A., (2014):
Simultaneous determination of Fusarium mycotoxins in wheat grain
from Morocco by liquid chromatography coupled to triple
quadrupole mass spectrometry. Food Control, 46, 1-5.

Bozoglu, F., (2003): Mikotoksinlerin olusum mekanizmasi. Ulusal Mikotoksin
Sempozyumu, 18-19 Eyliil 2003; Istanbul, 17-22.

Brise, S., Encinas, A., Keck, J., Nising, C. F., (2009): Chemistry and biology
of mycotoxins and related fungal metabolites. Chemical
reviews, 109(9), 3903-3990.

Brera, C., Pannunzi, E., Guarino, C., Debegnach, F., Gregori, E., De Santis,
B., (2014): Ochratoxin A determination in cured ham by high
performance liquid chromatography fluorescence detection and ultra
performance liquid chromatography tandem mass spectrometry: a
comparative study. Journal of Liquid Chromatography & Related
Technologies, 37(14), 2036-2045.

Bretz, M., Beyer M., Cramer, B., Knecht, A., Humpf, H. U., (2006): Thermal
degradation of the Fusarium mycotoxin deoxynivalenol, J Agric
Food Chem, 54(17), 6445-51.

Bullerman, L. B., (1979): Significance of mycotoxins to food safety and human
health. Journal of Food Protection, 42(1), 65-86.

Cengiz, M., Orug, H. H., Uzunoglu, I., Sonal, S., (2007): Ochratoxin A levels
in different types of bread and flour (farkli tip ekmek ve unlarda

68



okaratoksin A diizeyleri). Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Dergisi, 26(1-2), 7-10.

Chaturvedi, N., Sharma, P., Shukla, K., Singh, R., Yadav, S., (2011):
Cereals nutraceuticals, health ennoblement and diseases obviation:
a comprehensive review. Journal of Applied Pharmaceutical
Science, 1(7), 6-12.

Cheraghali, A. M., Yazdanpanah, H., Doraki, N., Abouhossain, G., Hassibi,
M., Ali-Abadi, S., Hashemi, T., (2007): Incidence of aflatoxins in
Iran pistachio nuts. Food and Chemical Toxicology, 45(5), 812-816.

Covarelli, L., Beccari, G., Salvi, S., (2011): Infection by mycotoxigenic fungal
species and mycotoxin contamination of maize grain in Umbria,
central Italy. Food and Chemical Toxicology, 49(9), 2365-2369.

Covarelli, L., Beccari, G., Marini, A., Tosi, L., (2012): A review on the
occurrence and control of ochratoxigenic fungal species and
ochratoxin A in dehydrated grapes, non-fortified dessert wines and
dried vine fruit in the Mediterranean area. Food Control, 26(2), 347-
356.

Creppy, E. E., (2002): Update of survey, regulation and toxic effects of
mycotoxins in Europe. Toxicology letters, 127(1-3), 19-28.

Cullen, J. M., Newberne, P. M., (1994): Acute hepatotoxicity of aflatoxins.
In The toxicology of aflatoxins (pp. 3-26). Academic Press.

Conkova, E., Laciakova, A., Kova¢, G., Seidel, H., (2003): Fusarial toxins
and their role in animal diseases. The veterinary journal, 165(3),
214-220.

Celik, C., (2008): Adana’da bazi marketlerde satisa sunulan ¢ekirdeksiz kuru
tiztimlerde  okratoksin A varligimin  HPLC  yontemi ile
arastirilmasi. Cukurova Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Gida
Miihendisligi Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi, Adana, Tiirkiye.

Dao, H. P., Mathieu, F., Lebrihi, A., (2005): Two primer pairs to detect OTA
producers by PCR method. International Journal of Food
Microbiology, 104(1), 61-67.

Deshpande, S. S., (2002): Handbook of food toxicology. CRC Press.
Desjardins, A. E., (2006): Fusarium mycotoxins: chemistry, genetics, and
biology. American Phytopathological Society (APS Press).

D’Mello, J. P. F., Macdonald, A. M. C., (1997): Mycotoxins, A. Feed
Sci. Technol, 69, 155-166.

Doolotkeldieva, T.D., (2010): Microbiological control of flour-manufacture:
disseminationof mycotoxins producing fungi in cereal products,
Microbiology Insights, 3, 1-15.

Déll, S., Dénicke, S., (2011): The Fusarium toxins deoxynivalenol (DON) and
zearalenone (ZON) in animal feeding. Preventive veterinary
medicine, 102(2), 132-145.

Duran, R. M., Cary, J. W., Calvo, A. M., (2009): The role of veA in
Aspergillus flavus infection of peanut, corn and cotton.

Duru, S., Ozgiines, H., (1984): Mikotoksinlerin Insan ve Hayvan Saghg
Acisindan Onemi. GIDA, 9(6).

Dwayne, J., Thraser, D., (2011): Poison of the month. Aflatoxins and
aflatoxicosis.

69



Edwards, S. G., O'callaghan, J., Dobson, A. D., (2002): PCR-based detection
and  quantification  of  mycotoxigenic  fungi. Mycological
Research, 106(9), 1005-1025.

Edwards, S. G., (2009): Fusarium mycotoxin content of UK organic and
conventional wheat. Food Additives and Contaminants, 26(4), 496-
506.

EFSA, S., (2004): Opinion of the Scientific Panel on Contaminants in the Food
Chain on a request from the Commission related to Deoxynivalenol
(DON) as undesirable substance in animal feed. EFSA J, 73, 1-42.

EFSA, (2011): Panel on Contaminants in the Food ChainScientific Opinion on
the risks for public health related to the presence of zearalenone in
food. EFSA Journal, 9(6), 2197.

El-Hamaky, A. M., Hassan, A. A., El Yazeed, H. A., Refai, M. K. (2016):
Prevalence and Detection of Toxigenic A. flavus, A. niger and A.
ochraceus by traditional and molecular biology methods in
feeds. International Journal of Current Research, 8(1), 25621-25633.

Ergoniil, B., (2007): Ekmek iiretiminde kritik kontrol ve kalite kontrol
noktalarinin belirlenmesi, Diinya Gida, 10, 26-30.

European Commission, (2006): Commission Regulation (EC) No 401/2006 of
23 February 2006 laying down the methods of sampling and analysis
for the official control of the levels of mycotoxins in foodstuffs. Off
J Eur Union, 70, 12-34.

EU RASFF Portal, 2019: https://webgate.ec.europa.cu/rasff
window/portal/?event=notificationsList&StartRow=1

Fink-Gremmels, J., (2008): The role of mycotoxins in the health and
performance of dairy cows. The Veterinary Journal, 176(1), 84-92.

Gallo, A., Knox, B. P., Bruno, K. S., Solfrizzo, M., Baker, S. E., Perrone, G.,
(2014): Identification and characterization of the polyketide synthase
involved in  ochratoxin A  biosynthesis in  Aspergillus
carbonarius. International journal of food microbiology, 179, 10-17.

Gallo, A., Perrone, G., Solfrizzo, M., Epifani, F., Abbas, A., Dobson, A. D.,
Mule, G., (2009): Characterisation of a pks gene which is expressed
during ochratoxin A production by Aspergillus
carbonarius. International journal of food microbiology, 129(1), 8-
15.

Gao, F., Jiang, L. P., Chen, M., Geng, C. Y., Yang, G., Ji, F., Liu, X. F.,
(2013): Genotoxic effects induced by zearalenone in a human
embryonic kidney cell line. Mutation Research/Genetic Toxicology
and Environmental Mutagenesis, 755(1), 6-10.

Gilbert, J., Anklam, E., (2002): Validation of analytical methods for
determining mycotoxins in foodstuffs. Trac-Trend Anal. Chem, 21,
468-486. [CrossRef]

Gil-Serna, J., Vazquez, C., Sardiias, N., Gonzalez-Jaén, M. T., Patifio, B.
(2009): Discrimination of the main Ochratoxin A-producing species
in  Aspergillus  section  Circumdati by  specific  PCR
assays. International journal of food microbiology, 136(1), 83-87.

Girgin, G., Basaran, N., Sahin, G., (2001): Mycotoxins in turkey and the
world. Turkish ~ Bulletin of Hygiene and  Experimental
Biology, 58(3), 97-118.

70



Gonzalez-Jaén, M. T., Mirete, S., Patifio, B., Lopez-Errasquin, E., Vazquez,
C., (2004): Genetic markers for the analysis of variability and for
production of specific diagnostic sequences in fumonisin-producing
strains of Fusarium verticillioides. European Journal of Plant
Pathology, 110(5-6), 525-532.

Gonzalez-Osnaya, L., Soriano, J. M., Molto, J. C., Maiies, J., (2007): Dietary
intake of ochratoxin A from conventional and organic
bread. International journal of food microbiology, 118(1), 87-91.

Gumus, T., Arici, M., Demirci, M., (2004): A survey of barley, malt and beer
contamination with ochratoxin A in Turkey. Journal of the Institute
of Brewing, 110(2), 146-149.

Giinsen, U., Biiyiikyoriik, I., (2003): Piyasadan temin edilen taze kasar
peynirlerinin bakteriyolojik kaliteleri ile aflatoksin M1 diizeylerinin
belirlenmesi. Turk J Vet. Anim Sci, 27, 821-825.

Giirses, M., Erdogan, A., Cetin, B., (2004): Occurrence of Aflatoxin M1 in
some cheese types sold in Erzurum, Turkey. Turkish Journal of
Veterinary and Animal Sciences, 28(3), 527-530.

Giirsoy, N., Bicici, M., (2004): A review on current situation of toxigenic fungi
and mycotoxins formation in Turkey. In An overview on toxigenic
fungi and mycotoxins in Europe (pp. 237-246). Springer, Dordrecht.

Hart, L. P., Braselton Jr, W. E., (1983): Distribution of vomitoxin in dry
milled fractions of wheat infected with Gibberella zeae. Journal of
agricultural and food chemistry, 31(3), 657-659.

Hasenekoglu, 1., (1991): Toprak mikrofunguslar:. Atatiirk Unv. Yay, 7(689).

Helferich, W., Winter, C. K., (2000): Food toxicology. CRC press.

Henry, T., Iwen, P. C., Hinrichs, S. H., (2000): Identification of Aspergillus
species using internal transcribed spacer regions 1 and 2. Journal of
Clinical Microbiology, 38(4), 1510-1515.

Heperkan, D., Dazkir, G. S., Kansu, D. Z., Karbancioglu, Giiler, F., (2009):
Influence of temperature on citrinin accumulation by Penicillium
citrinum and Peniccillium verrucosum in black table olives. Toxin
Reviews, 28(2-3), 180-186.

Heperkan, D., Moretti, A., Dikmen, C. D., Logrieco, A. F., (2012): Toxigenic
fungi and mycotoxin associated with figs in the Mediterranean
area. Phytopathologia Mediterranea, 119-130.

Hussein, H. S., Brasel, J. M., (2001): Toxicity, metabolism, and impact of
mycotoxins on humans and animals. Toxicology, 167(2), 101-134.

Ibafiez-Vea, M., Gonzalez-Peiias, E., Lizarraga, E., De Cerain, A. L.,
(2012): Co-occurrence of aflatoxins, ochratoxin A and zearalenone
in barley from a northern region of Spain. Food chemistry, 132(1),
35-42.

Ibafiez-Vea, M., Martinez, R., Gonzalez-Peiias, E., Lizarraga, E., de Cerain,
A. L., (2011): Co-occurrence of aflatoxins, ochratoxin A and
zearalenone in breakfast cereals from Spanish market. Food
Control, 22(12), 1949-1955.

International Agency for Research on Cancer., (2016): IARC monographs on
the evaluation of carcinogenic risks to humans: list of classifications,
volumes 1-116. International Agency for Research on Cancer
(IARC). Lyon, France.

71



ISO 7954, (1987): Microbiology general-guidance for enumeration of yeasts
and moulds-colony count technique at 25° C.

Jiao, Y., Blaas, W., Riihl, C., Weber, R., (1994): Ochratoxin A in foodstuffs
(vegetables, cereals, cereal products and beer). Deutsche
Lebensmittel-Rundschau (Germany).

Josephs, R. D., Krska, R., MacDonald, S., Wilson, P., Pettersson, H., (2004):
Production of a calibrant certified reference material for
determination of the estrogenic mycotoxin zearalenone. Analytical
and bioanalytical chemistry, 378(5), 1182-1189.

Juan, C., Molté, J. C., Lino, C. M., Maiies, J., (2008): Determination of
ochratoxin A in organic and non-organic cereals and cereal
products from Spain and Portugal. Food chemistry, 107(1), 525-530.

Karadeniz, F., Eksi, A., (2002): Gidalarda mikotoksin olusumu ve
azaltilmasi. Dinya Gida Dergisi, 4, 104-105.

Karagozlii, N., Karapinar, M., (2000): Bazi: Tahil ve Uriinlerinde Okratoksin
A ve Fungal Kontaminasyon. Turk J Biol 24 561-572.

Kaushik, G., (2015): Effect of processing on mycotoxin content in
grains. Critical reviews in food science and nutrition, 55(12), 1672-

1683.
Kinaci, E. K. G., Alp, M. B. A., Kutlu, I. Serin Iklim Tahillari Uretiminin
Artirtlmasi Olanaklari.

http://www.zmo.org.tr/resimler/ekler/582ac40970f9885 ek.pdf

Kim, D. M., Chung, S. H., Chun, H. S., (2011): Multiplex PCR assay for the
detection of aflatoxigenic and non-aflatoxigenic fungi in meju, a
Korean fermented soybean food starter. Food microbiology, 28(7),
1402-1408.

Klaassen, C. D., Amdur, M. O., (Eds.) (2013): Casarett and Doull's
toxicology: the basic science of poisons (Vol. 1236, p. 189). New
York: McGraw-Hill.

Klich, M., (2002): Identification of common Aspergillus species (p. 116).
Utrecht: Centraalbureau voor schimmelcultures.

Klich M., (2003) Mycotoxins. Clinical Mlcroblology Reviews, 16, 497-516.

Kocube, S Varga, J., Sigeti, D., Baranji, N., Surl, K., Tot, B., MeSterhazi,
A., (2013): Asperglllus species as mycotoxin producers in
agricultural products in central Europe. Zbornik Matice srpske za
prirodne nauke, (124), 13-25.

Koksal, O., (1974): National nutrition-health and food consumption survey of
Turkey. Unicef, Ankara.

Koppen, R., Koch, M., Siegel, D., Merkel, S., Maul, R., Nehls, 1., (2010):
Determination of mycotoxins in foods: current state of analytical
methods and limitations. Applied microbiology and
biotechnology, 86(6), 1595-1612.

Krska, R., Baumgartner, S., Josephs, R., (2001): The state-of-the-art in the
analysis of type-A and -B trichothecene mycotoxins in cereals.
Fresenius' J. Anal. Chem, 371, 285-299. [CrossRef]

Kuiper-Goodman, T., Scott, P., Watanabe, H., (1987): Risk assessment of the
mycotoxin zearalenone. Regulatory toxicology and
pharmacology, 7(3), 253-306.

72



Kumar, R., Ansari, K. M., Saxena, N., Dwivedi, P. D., Jain, S. K., Das, M.,
(2012): Detection of ochratoxin A in wheat samples in different
regions of India. Food control, 26(1), 63-67.

Liu, D., Coloe, S., Baird, R., Pedersen, J., (1997): Molecular determination of
dermatophyte fungi using the arbitrarily primed polymerase chain
reaction. British Journal of Dermatology, 137(3), 351-355.

Luque, M. 1., Coérdoba, J. J., Rodriguez, A., Nuiiez, F., Andrade, M. J.
(2013): Development of a PCR protocol to detect ochratoxin A
producing moulds in food products. Food control, 29(1), 270-278.

Magan, N., Medina, A., Aldred, D., (2011): Possible climate-change effects on
mycotoxin contamination of food crops pre- and postharvest. Plant
Pathol. 2011: 1, 150-163. [CrossRef].

Mankeviciené, A., Butkuté, B., Gaurilcikiené, 1., Dabkevifius, Z.,
Suproniené, S., (2011): Risk assessment of Fusarium mycotoxins in
Lithuanian small cereal grains. Food Control, 22(6), 970-976.

Marin, S., Ramos, A. J., Cano-Sancho, G., Sanchis, V., (2013): Mycotoxins:
Occurrence, toxicology, and exposure assessment. Food and
chemical toxicology, 60, 218-237.

Martos, P., Thompson, W., Diaz, G., (2010): Multiresidue mycotoxin analysis
in wheat, barley, oats, rye and maize grain by high-performance
liqguid chromatography-tandem mass spectrometry. World Mycotoxin
Journal, 3(3), 205-223.

Massart, F., Saggese, G., (2010): Oestrogenic mycotoxin exposures and
precocious  pubertal  development. International  journal  of
andrology, 33(2), 369-376.

Midura, T. F., Bryant, R. G., (2001): Sampling plans, sample collection,
shipment, and preparation for analysis. Compendium of Methods for
Microbiological Examination of Foods. Washington (DC): American
Public Health Association.

Milani, J. M., (2013): Ecological conditions affecting mycotoxin production in
cereals: a review. Veterinarni Medicina, 58(8).

Miraglia, M., Brera, C., (2000): Mycotoxins in grains and related products. In
“Food Analysis by HPLC”. 2nd ed. pp. 2000:493-522. Leo. M. L.
Nollet ed. Marcel Dekker Inc. New York, U. S. A.

Miran, B., Atis, E., Bektas, Z., Salal, E., Cankurt, M., (2013): An analysis of
international raisin trade: A gravity model approach (No. 424-2016-
27084).

Miller, J. D., ApSimon, J. W., Blackwell, B. A., Greenhalgh, R., Taylor, A.,
(2001): Deoxynivalenol: A 25 year perspective on a trichothecene of
agricultural importance. Fusarium—Paul E. Nelson Memorial
Symposium (Summerell BA, Leslie JF, Backhouse D., Bryden WL,
Burgess, LW, eds.).

Moslem, M. A., Mashraqi, A., Abd-Elsalam, K. A., Bahkali, A. H.,
Elnagaer, M. A. (2010): Molecular detection of ochratoxigenic
Aspergillus  species isolated from coffee beans in Saudi
Arabia. Genetics and Molecular Research, 9(4), 2292-2299.

Nguyen, K. T. N., Ryu, D., (2014): Concentration of ochratoxin A in breakfast
cereals and snacks consumed in the United States. Food Control, 40,
140-144.

73



Orug, H. H., (2005): Mikotoksinler ve Tant Yontemleri, Uludag Univ. J. Fac.
Vet. Med, 24(1-2-3-4): 105-110.

Ozden, S., Akdeniz, A. S., Alpertunga, B., (2012): Occurrence of ochratoxin
A in cereal-derived food products commonly consumed in
Turkey. Food Control, 25(1), 69-74.

Oksiiztepe, G., Erkan, S., (2016): Mikotoksinler ve Halk Saghgi Acisindan
Onemi. Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 5(2), 190-
195.

Ozi¢, R., (2011): Cesitli tahil unlarindaki mikotoksijenik funguslarin
tanimlanarak temel mikotoksin potansiyellerinin aragtirilmasi.

Ozkaya, S., Temiz, A., (2003): Aflatoksinler: kimyasal yapilari, toksisiteleri ve
detoksifikasyonlari. Orlab On-Line Mikrobiyoloji Dergisi, 1(01), 1-
2.

Ozturan, K., Unsal, C., Karakaya, Y., Atasever, M., Ceylan, Z. G.,
Atasever, M. A., Demirkaya, A. K., (2007): Erzurum’da Tiiketime
Sunulan Bugday Unlarimin Toplam Aflatoksin, Aflatoksin. Bl ve
Okratoksin A Yéniinden Incelenmesi. Atatiirk Universitesi Veteriner
Bilimleri Dergisi, 2(4), 172-176.

Palumbo, J. D., O’Keeffe, T. L., Mahoney, N. E., (2007): Inhibition of
ochratoxin A production and growth of Aspergillus species by
phenolic antioxidant compounds. Mycopathologia, 164(5), 241-248.

Peraica, M., Radié, B., Luci¢, A., Pavlovié¢, M., (1999): Toxic effects of
mycotoxins  in  humans. Bulletin  of the World Health
Organization, 77(9), 754-766.

Pereira, V. L., Fernandes, J. O., Cunha, S. C., (2014): Mycotoxins in cereals
and related foodstuffs: A review on occurrence and recent methods
of analysis. Trends in Food Science & Technology, 36(2), 96-136.

Persi, N., Pleadin, J., Kovacdevié¢, D., Scortichini, G., Milone, S., (2014):
Ochratoxin A in raw materials and cooked meat products made from
OTA-treated pigs. Meat science, 96(1), 203-210.

Pestka, J. J., Smolinski, A. T., (2005): Deoxynivalenol: toxicology and
potential  effects on  humans. Journal of Toxicology and
Environmental Health, Part B, 8(1), 39-69.

Pettersson, H., (2004): Controlling mycotoxins in animal feed. Mycotoxins in
food: Detection and control, 262-304.

Pitt, J. 1., (2000): A laboratory guide to common Penicillium species. 197
pp. Food Science Australia, NSW, Australia.

Potipun, J., Ruaylarb, W., Nilthong, R., Owatworakit, A. (2018):
Quantification of Ochratoxin A—Producing Fungi in Coffee Products
Using Quantitative PCR.

Potus, J., Suchet, P., (1989): Les problemes de microbiologie en meunerie.
Industries des Cereales 58: 27-33.

Prickett, A. J., MacDonald, S., Wildey, K. B., (2000): Survey of mycotoxins in
stored grain from the 1999 harvest in the UK. HGCA Project report.

Puntarié, D., Bo$nir, J., Smit, Z., Skes, 1., Baklaié, Z., (2001): Ochratoxin A
in corn and wheat: geographical association with endemic
nephropathy. Croat. Med. J, 42, 175-180.

Reddy, K. R. N., Salleh, B., (2011): Co-occurrence of moulds and mycotoxins
in corn grains used for animal feeds in Malaysia. Journal of Animal
and Veterinary Advances, 10(5), 668-673.

74



da Rocha, M. E. B., Freire, F. D. C. O., Maia, F. E. F., Guedes, M. I. F.,
Rondina, D., (2014): Mycotoxins and their effects on human and
animal health. Food Control, 36(1), 159-165.

Rodrigues, P., Venancio, A., Kozakiewicz, Z., Lima, N., (2009): 4 polyphasic
approach to the identification of aflatoxigenic and non-aflatoxigenic
strains of Aspergillus section Flavi isolated from Portuguese
almonds. International journal of food microbiology, 129(2), 187-
193.

Rodriguez-Carrasco, Y., Molto, J. C., Berrada, H., Maiies, J., (2014): 4
survey of trichothecenes, zearalenone and patulin in milled grain-
based products using GC—MS/MS. Food chemistry, 146, 212-219.

Sadhasivam, S., Britzi, M., Zakin, V., Kostyukovsky, M., Trostanetsky, A.,
Quinn, E., Sionov, E., (2017): Rapid detection and identification of
mycotoxigenic  fungi and  mycotoxins in  stored  wheat
grain. Toxins, 9(10), 302.

Samson, R. A., Hoekstra, E. S., Frisvad, J. C., (2004): Introduction to food-
and  airborne  fungi (No. Ed. 7). Centraalbureau voor
Schimmelcultures (CBS).

Samson, R. A., Houbraken, J., Thrane, U., Frisvad, J. C., Andersen, B.,
(2010): Food and indoor fungi. CBS laboratory manual series
2. Utrecht: CBS-Fungal Biodiversity Centre.

Samson, R. A., Varga, J., (Eds.) (2007): Aspergillus systematics in the
genomic era (No. 59). Utrecht: CBS Fungal Biodiversity Centre.

Scheidegger, K. A., Payne, G. A., (2003): Unlocking the secrets behind
secondary metabolism: a review of Aspergillus flavus from
pathogenicity to functional genomics. Journal of Toxicology: Toxin
Reviews, 22(2-3), 423-459.

Scientific Committee on Food., (2002): Opinion of the Scientific Committee
on Food on Fusarium toxins. Part 6: Group evaluation of T-2 toxin,
HT-2 toxin, nivalenol and deoxynivalenol in European Commission
Health & Consumer Protection Directorate—General Directorate
C—Scientific Opinions C2—Management of scientific committees;
Scientific co-operation and networks, 1-12.

Sevikturk, M., Gonulalan, Z., (2007): The quantities of ochratoxin A of some
cereal products consumed in Kayseri. ] Health Sci, 16, 86-90.

Shanahan, J. F., Brown, W. M., Blunt, T. D., Croissant, R. L., (2003):
Aflatoxins. Service in action; no. 0.306.

Sherif, S. O., Salama, E. E., Abdel-Wahhab, M. A., (2009): Mycotoxins and
child health: The need for health risk assessment. International
journal of hygiene and environmental health, 212(4), 347-368.

Shotwell, O. L., Hesseltine, C. W., Goulden, M. L., (1969): Ochratoxin A:
occurrence as natural contaminant of a corn sample. Applied
microbiology, 17(5), 765.

Smith, J. E., Moss, M. O., (1985): Mycotoxins: Formation, Analysis and
Significance. John Wiley and Sons. New York.146 p.

Soleimany, F., Jinap, S., Rahmani, A., Khatib, A., (2011): Simultaneous
detection of 12 mycotoxins in cereals using RP-HPLC-PDA-FLD
with PHRED and a post-column derivatization system. Food Addit.
Contam, 28, 494-501. [CrossRef] [PubMed]

75



Serensen, L. M., Mogensen, J., Nielsen, K. F., (2010): Simultaneous
determination of ochratoxin A, mycophenolic acid and fumonisin B 2
in meat products. Analytical and bioanalytical chemistry, 398(3),
1535-1542.

Stanciu, O., Juan, C., Miere, D., Loghin, F., Maiies, J., (2017): Occurrence
and co-occurrence of Fusarium mycotoxins in wheat grains and
wheat flour from Romania. Food Control, 73, 147-155.

Steyn, P. S., Stander, M. A., (1999): Mycotoxins with special reference to the
carcinogenic mycotoxins: aflatoxins, ochratoxins and
fumonisins. General and Applied Toxicology. 2nd Edition. United
Kingdom: Macmillan Reference Ltd, 2145-76.

Stoloff, L., (1980): Aflatoxin M in perspective. Journal of Food
protection, 43(3), 226-230.

Sweeney, M. J., Dobson, A. D. W., (1998): Mycotoxin production by
Aspergillus, Fusarium and Penicillium species, Int ] Food Microbiol,
43, 141-158.

Taheri, N., Semnani, S., Roshandel, G., Namjoo, M., Keshavarzian, H.,
Chogan, A. G., Joshaghani, H., (2012): Aflatoxin contamination in
wheat flour samples from Golestan Province, Northeast of
Iran. Iranian journal of public health, 41(9), 42.

Taydas, E., (2006): Aflatoksinlerin Insan Saghg Uzerindeki Etkileri. 2006,
http://
www.ordutarim.gov.tr/subeler/kontrol/aflatoksin/insan%20sag%?20et
kisi.htm

Tolosa, J., Graziani, G., Gaspari, A., Chianese, D., Ferrer, E., Maiies, J.,
Ritieni, A., (2017): Multillmycotoxin analysis in durum wheat pasta
by liquid chromatography coupled to quadrupole orbitrap mass
spectrometry. Toxins, 9(2), 59.

Topal, S., (1993): Gidalarda kiif kontaminasyon riskleri ve onlemleri. Tibitak
Marmara Yay Kocaeli, 124, 174-187.

Topal, S., (2003): Tiirkiye'nin tarimsal iiriin ve bolgelerine gore dominant
mikoflora dagilimlart ve mikotoksin profilleri, Orlab On-Line
Mikrobiyoloji Dergisi, 1, 7-21.

Tunail, N., (2000): Funguslar ve Mikotoksinler, Gida Mikrobiyolojisi ve
Uygulamalar1, Genisletilmis 2. Baski, Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Gida Miihendisligi Bolimii  yaymi. Sim Matbaasi,
Ankara, 522, 03.

Tunail, N., (2000): Mikrobiyal enfeksiyonlar ve intoksikasyonlar, Gida
Mikrobiyolojisi ve Uygulamalari, Ankara Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii, Ankara.

Udagawa, S., (1988): Mycotoxicoses: The present problems and prevention of
mycotoxins. Asian Medical Journal, 31(11), 599-604.

Van Egmond, H. P., (1989): Current situation on regulations for mycotoxins.
Overview of tolerances and status of standard methods of sampling
and analysis. Food Additives & Contaminants, 6(2), 139-188.

Veldman, B., (2004, February): Mycotoxins in the animal production chain.
In Meeting the Mycotoxin Menace (pp. 275-280). Wageningen
Academic Pub.

76



Vesonder, R. F., Hesseltine, C. W., (1980): Vomitoxin: natural occurrence on
cereal grains and significance as a refusal and emetic factor to
swine.

Vidal, A., Marin, S., Ramos, A. J., Cano-Sancho, G., Sanchis, V., (2013):
Determination of aflatoxins, deoxynivalenol, ochratoxin A and
zearalenone in wheat and oat based bran supplements sold in the
Spanish market. Food and Chemical Toxicology, 53, 133-138.

Wagacha, J. M., Muthomi, J. W., (2008): Mycotoxin problem in Africa:
current status, implications to food safety and health and possible
management strategies. International journal of food
microbiology, 124(1), 1-12.

Wang, M., Jiang, N., Xian, H., Wei, D. Z., Shi, L., Feng, X.Y. A., (2016):
Single-step solid phase extraction for the simultaneous determination
of 8 mycotoxins in fruits by ultra-high performance liquid
chromatography tandem mass spectrometry. J. Chromatogr, 1429,
22-29. [CrossRef] [PubMed]

Wang, Y., Wang, L., Liu, F., Wang, Q., Selvaraj, J. N., Xing, F., Liu, Y.,
(2016): Ochratoxin A producing fungi, biosynthetic pathway and
regulatory mechanisms. Toxins, 8(3), 83.

White, T. J., Bruns, T., Lee, S. J. W. T., Taylor, J., (1990): Amplification and
direct sequencing of fungal ribosomal RNA genes for
phylogenetics. PCR  protocols: a guide to methods and
applications, 18(1), 315-322.

Williams, J. H., Phillips, T. D., Jolly, P. E., Stiles, J. K., Jolly, C. M.,
Aggarwal, D., (2004): Human aflatoxicosis in developing countries:
a review of toxicology, exposure, potential health consequences, and
interventions. The American journal of clinical nutrition, 80(5),
1106-1122.

World Health Organization & International Agency for Research on
Cancer., (1993): Some naturally occurring substances: food items
and constituents, heterocyclic aromatic amines and
mycotoxins. [ARC Monographs on the Evaluation of the
Carcinogenic Risk of Chemicals to Humans, 56.

Zhang, A., Ma, Y., Feng, L., Wang, Y., He, C., Wang, X., Zhang, H., (2011):
Development of a sensitive competitive indirect ELISA method for
determination of ochratoxin A levels in cereals originating from
Nanjing, China. Food Control, 22(11), 1723-1728.

Zinedine, A., Soriano, J. M., Molto, J. C., Manes, J., (2007): Review on the
toxicity, occurrence, metabolism, detoxification, regulations and
intake of zearalenone: an oestrogenic mycotoxin. Food and chemical
toxicology, 45(1), 1-18.

77



OZGECMIS

Adi1-Soyadi: Kadriye TURKESSIZ
Dogum Tarihi ve Yeri: 20 Ocak 1986; Afyonkarahisar
E-posta: kadriyee 86@hotmail.com

OGRENIM DURUMU:

Doktora: 2011-2020, Istanbul Aydin Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Gida Miihendisligi Anabilim Dali, 34295-istanbul-TURKIYE.

Lisans: 2005-2010 Siileyman Demirel Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi,
Gida Miihendisligi Boliimii, 32260-Isparta-TURKIYE.

Lisans derecesini Siileyman Demirel Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida
Miihendisligi dalinda 2010 yilinda almistir. Istanbul Aydin Universitesi 2011
yilinda Gida Miihendisligi Doktora programma baslamistir. Iyi seviyede
Ingilizce bilen Kadriye TURKESSIZ, gida sektdriinde iiretim ve Kkalite
mithendisi, sorumlu yonetici ve is giivenligi uzmanlig1 gibi ¢esitli pozisyonlarda
calismistir.

SERTIFIiKALAR:

C Smmfi Is Giivenligi Uzmani (2013 Mayis)
ISO 22000 Gida Giivenligi Yonetim Sistemi
ISO 9001 Kalite Yonetim Sistemi

78



